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1.1 Die Erkrankung Lyme Borreliose - historischer Hintergrund und 
Verbreitung 
1.1.1 Historischer Hintergrund 
Die Lyme Borreliose ist als klinische Diagnose noch relativ jung. Die erste 
Beschreibung einer ihrer Hautmanifestationen, heute bekannt als Acrodermatitis 
chronica atrophicans, geschah aber bereits 1883 durch Buchwald [1,2]. 1909 
beschrieb der schwedische Arzt Arvid Afzelius erstmals das „Erythema migrans“, 
eine sich ringförmig ausbreitende Hautrötung mit zentraler Aufhellung die nach 
einem Zeckenbiss auftrat [2–4]. In den Ortschaften Lyme, Old-Lyme und East 
Haddam in Connecticut, USA, wurden 1976 vermehrt Fälle von Gelenkbeschwerden 
in Form von asymmetrisch wiederkehrenden Schmerzen und Schwellungen 
registriert, denen eine typische Hautveränderung vorausging. Diese Form der 
Arthritis erhielt deshalb den Namen „Lyme Disease“. Das auslösende Agens war zu 
der Zeit noch nicht bekannt, eine Übertragung durch bestimmte Arthropoden als 
Vektoren wurde aber bereits vermutet [5]. Zunächst bestand die Hypothese, es 
handelt sich um eine allergische Reaktion auf ein Zeckentoxin, welches während des 
Saugaktes in den Menschen transferiert wird. Doch nachdem Hollström darstellte, 
dass sich die Therapie mit Penicillin positiv auf die Entwicklung des Erythema 
chronicum migrans (ECM) auswirkt, wurde diese Hypothese, ebenso wie eine 
mögliche virale Genese, verworfen [6]. Binder konnte bei freiwilligen Probanden, 
durch Transfer von Gewebeproben verdächtiger Hauterscheinungen, ein Erythema 
migrans auslösen. In Folge dessen war eine infektiöse Genese sehr wahrscheinlich 
geworden [7]. 1948 beobachtete Lennhoff in verschiedenen Hautbiopsien 
spiralförmige Strukturen. Daraufhin wurden Spirochäten als Erreger diskutiert [8]. 
1982 entdeckten Burgdorfer et al. das ursächliche Agens. Sie fanden ein spiralförmig 
gewundenes Bakterium im Mitteldarm von Zecken (Ixodes dammini), welche auf 
Shelter Island, einem bekannten Endemiegebiet der Lyme Disease, gefunden 
wurden [9]. Barbour et all. konnten kurze Zeit danach bei betroffenen Patienten 
Antikörper gegen Bestandteile der aus Ixodes dammini isolierten Spirochäte 
nachweisen [10]. Nachdem das Bakterium später auch aus Gewebeproben von 
Erythema migrans und Blut von Patienten mit Lyme Disease kultiviert werden konnte, 





wurde 1983 zu Ehren ihres Entdeckers Willy Burgdorfer, Borrelia burgdorferi1 
genannt. Schrittweise konnte ein Zusammenhang zwischen dem amerikanischen 
Krankheitsbild „Lyme Disease“ und den verschiedenen europäischen Entitäten, wie 
z.B. Erythema migrans oder Acrodermatitis chronica atrophicans, durch weitere 
Nachweise von B. burgdorferi aus Hautbiopsien herausgearbeitet werden [12,13]. 
Obwohl also die klinischen Verläufe auf den beiden Kontinenten voneinander 
abwichen, musste man angesichts der gleichen Erregergattung davon ausgehen, 
dass es sich im Grunde um dieselbe Krankheit handelt. Nach Übereinkunft auf dem 
2. Internationalen Lyme-Symposium 1985 in Wien, wurden amerikanisches und 
europäisches Krankheitsbild gleichermaßen als „Lyme-Borreliose“ bezeichnet [14]. 
Die klinische Variabilität zwischen den in USA und Europa auftretenden Infektionen, 
ist auf die unterschiedliche Verbreitung der Genospezies zurückzuführen. So kommt 
B. burgdorferi sensu stricto vorwiegend in Nordamerika und B. garinii sowie B. afzelii 
in Europa vor [15]. 
 
1.1.2 Epidemiologischer Überblick 
Die Lyme Borreliose ist eine weltweit auftretende Erkrankung, obwohl sie 
hauptsächlich auf die nördliche Hemisphäre, zwischen dem 40. und 60. Grad 
begrenzt ist. Sie kommt in Nordamerika (von der mexikanischen Grenze bis zu 
südlichen Provinzen Kanadas), gesamt Europa, Nordafrika (Maghreb) und im Norden 
Asiens (Sibirien, Sakhalin, Japan, China und Korea) vor. Mögliche Fälle in der 
südlichen Hemisphäre, wurden nie verlässlich nachwiesen. Die Endemiegebiete 
entsprechen den Verbreitungsgebieten ihrer Vektoren [16,17]. Verlässliche Zahlen 
zur Verbreitung der Erkrankung zu erlangen, gestaltet sich schwierig. Zum einen, 
weil die typischen Symptome wie Erythema migrans entweder nicht auftreten, oder in 
bestimmten Regionen durch die Bevölkerung nicht wahr- bzw. ernst genommen 
werden. So bleibt ein gewisser Prozentsatz unterdiagnostiziert [18]. Da die Lyme 
Borreliose in vielen Ländern nicht meldepflichtig ist, muss man damit rechnen, dass 
die erhobenen Inzidenzraten verzerrt sind, obwohl die Erkrankung richtig 
diagnostiziert wurde. Viele Daten wurden in Rahmen von Studien aus 
Endemiegebieten erhoben und spiegeln so nur schätzungsweise die tatsächlichen 
Zahlen wieder. Die jährlichen Fallzahlen aus Ländern ohne vorgeschriebene 
                                                          
1 In dieser Arbeit ist der besseren Lesbarkeit wegen, der Begriff Borrelia burgdorferi sensu lato nur durch den 





Meldepflicht werden in Europa auf 65.467, in Asien auf 3.450, und in Nordamerika 
auf 16.340 geschätzt [16]. Viele Experten sind aber der Meinung, dass die 
tatsächlichen Fallzahlen zwei bis dreimal höher angenommen werden sollten. In 
Europa wurden epidemiologische Studien zur Lyme Borreliose nur selten 
durchgeführt. Eine Untersuchung aus Schweden aus dem Jahr 1995 zeigt eine 
Inzidenz von 69/100000 Einwohner [19]. Die Fallzahlen für Deutschland bewegen 
sich zwischen 25 und 40 pro 100000 Einwohner, hier ist auch auf das Problem der 
fehlenden Meldepflicht und unzureichenden epidemiologischen Studienlage 
hinzuweisen. Einzig für die Länder Berlin, Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern, 
Sachsen, Sachsen-Anhalt und Thüringen können gemeldete Daten aufgeführt 




Abbildung 1.1: Die globale Verbreitung von Ixodes-Zecken die B. burgdorferi beinhalten [15] 
 
1.1.3 Situation in Bayern 
Im Bundesland Bayern ist die Lyme Borreliose seit dem 01.03.2014 meldepflichtig. 
Der Meldung unterliegen die drei häufigsten klinischen Manifestationen, nämlich das 
Erythema migrans, die akute Neuroborreliose und die Lyme-Arthritis. Die Daten des 
ersten Meldejahres ergeben eine Inzidenz von 48,8 Fällen pro 100000 Einwohner. 
Dabei zeigt sich das Erythema migrans mit 95,8 Prozent, als die mit Abstand 
häufigste Manifestationsform. Betrachtet man die Daten im zeitlichen Verlauf, lässt 
sich, wie schon frühere Studien zeigen, eine saisonale Häufung erkennen. In der 
Regel zeigt sich ein unimodales Häufigkeitsmuster der jährlichen Inzidenz mit einem 





auf [16]. Die Saisonalität geht auf die Zeckenaktivität und der Aktivität der Menschen 
im Zeckenhabitat zurück. Dabei muss bedacht werden, dass die ersten Symptome 
aufgrund der Inkubationszeit, ungefähr um vier Wochen verzögert auftreten. Der 
Gipfel der Meldungen liegt in Bayern im Juli mit circa 350 Fällen pro Meldewoche 
[16,21]. 
Die geographische Verteilung der Borreliosefälle in Bayern zeigt, dass die Region 
Bayrischer Wald das höchste Infektionsrisiko aufweist. Für die geographischen 
Unterschiede sind eine Reihe von Faktoren, wie lokale Zeckendichte, 
Durchseuchung der Zecken mit Borrelien oder ökologische Einflüsse, wie Klima und 
Vorkommen von geeigneten Wirtstieren verantwortlich [21]. 
 
Abbildung 1.2: Inzidenzkarte der Lyme Borreliose in Bayern [21] 
 
1.2 Erreger der Lyme Borreliose 
1.2.1 Taxonomie und Einteilung 
Borrelien werden der Familie der Spirochaetaceae zugeordnet. Hierbei handelt es 





Spirochaetaceae gehören auch weitere humanpathogene Arten wie Treponema 
pallidum, dem Erreger der Syphilis, einer sexuell übertragbaren 
Multisystemerkrankung, oder Leptospira interrogans, dem Erreger der Weil-
Krankheit, einer fieberhaft verlaufenden Zoonose. 
Die Gattung Borrelia wird in zwei große Gruppen aufgeteilt. Die eine Gruppe umfasst 
Borrelien, welche das sogenannte Rückfallfieber verursachen. Hierzu zählen 
beispielsweise B. recurrentis, B. hermsii u.v.m. Die zweite Gruppe beinhaltet B. 
burgdorferi, deren genotypische Vielfalt mittels verschiedener Verfahren wie 
Restriktions-Fragment-Längenpolymorphismus-Analysen (RFLP), DNA-
Hybridisierungen oder Multilocus-Sequenztypisierungen gezeigt werden konnte [22–
24]. Daraufhin war die Einführung des Oberbegriffes B. burgdorferi sensu lato 
erforderlich. Innerhalb dieses Komplexes sind bis dato 18 verschiedene Spezies 
beschrieben: B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. spielmanii, B. 
bavariensis, welche für den Menschen als pathogen gelten. Sowie B. lusitaniae, B. 
valaisiana, B. andersonii, B. bissettii und weitere. Diesen Spezies, konnte bisher 
noch keine humanpathogene Bedeutung zugeschrieben werden [17,23–26]. Eine 
weitere Subtypisierung innerhalb der Spezies, wird auch anhand der phänotypisch 
ausgeprägten Oberflächenantigene (Verschiedene Typen von: OspA, OspB, OspC) 
vorgenommen. 
 
1.2.2 Geographische Verteilung der humanpathogenen Subspezies (B. burgdorferi 
sensu lato) 
Die pathogenen Borrelia Spezies zeigen keine gleichmäßige geographische 
Verteilung. Faktoren wie Wirts- oder Vektorspezifität und klimatische Verhältnisse 
beeinflussen das weltweite Vorkommen. In Nordamerika kommt ausschließlich B. 
burgdorferi sensu stricto als Erreger der Lyme-Borreliose vor. B. burgdorferi sensu 
stricto verursacht auch in Europa Infektionen, allerdings relativ begrenzt auf 
Westeuropa [26]. In Europa kommen bisher fünf verschiedene Spezies als Erreger 
der Erkrankung vor: B. garinii, B afzelii, B. spielmanii, B. burgdorferi und B. 
bavariensis. Letztere ist eng verwandt mit B. garinii. Deshalb herrscht dort auch eine 
größere Bandbreite an klinischen Manifestationen vor als in den USA. Die meisten 
Infektionen in Europa werden B. afzelii, B. garinii und B. bavariensis (früher als B. 





[27,28]. Die Spezies werden weit verbreitet in Europa und Asien nachgewiesen. B. 
garinii scheint besonders neurotrop zu sein, weil diese Unterart häufiger mit 
Radikulopathien und Enzephalomyelitiden assoziiert ist, wohingegen B. afzelii eher 
Hautmanifestationen, wie die Acrodermatitis chronica atrophicans verursacht [29,30]. 
 
1.2.3 Morphologie und Kultivierung 
Borrelien sind gramnegative Bakterien mit schraubenzieherartigen und unregelmäßig 
verteilten Windungen. Sie lassen sich mit den gängigen Färbemethoden wie Gram 
oder Giemsa darstellen. In der Phasenkontrast- oder Dunkelfeldmikroskopie, kann 
die typische schraubenartige Bewegung beobachtet werden [31]. Der 
mikroskopische Erregerdirektnachweis aus Patientenmaterial, gelingt aufgrund der 
niedrigen Erregerdichte allerdings selten. Die Länge beträgt ca. 10 – 30 µm, die 
Breite ca. 0,25 - 0,3 µm [20,31,32]. Charakteristisch ist die außergewöhnliche 
Zellanatomie. Wie alle gramnegativen Bakterien, besitzen Borrelien eine innere 
Membran, die den Protoplasmazylinder umgibt. Diese innere Membran wiederum, ist 
bei Borrelien trilaminär aufgebaut und umgibt zwischen mittlerer und äußerer Lamina 
einen periplasmatischen Raum, welcher 7 - 11 sogenannte Endoflagellen beinhaltet. 
Die Endoflagellen inserieren an den Bakterienenden und ermöglichen durch 
Kontraktion die Fortbewegung. Da die Flagellen im Inneren liegen und nicht an der 
Bakterienoberfläche, wird den Borrelien auch die Bewegung in visköser Flüssigkeit, 
wie beispielsweise extrazellulärer Matrix, ermöglicht. An die äußerste Lamelle 
schließt sich der sogenannte S-Layer, die äußere Membran an [20,32]. Der S-Layer 
beinhaltet verschiedene Lipoproteine, sogenannte „outer surface proteins“, abgekürzt 
Osp. Diese Oberflächenantigene, werden einerseits diagnostisch genutzt, fungieren 
aber zum Teil auch als Pathogenitätsfaktoren [33]. Bemerkenswert ist außerdem, 
dass Borrelien nicht wie die anderen Bakterien ein ringförmiges, sondern ein lineares 
Chromosom, sowie zusätzlich ca. 20 lineare und zirkuläre Plasmide besitzen [17]. Da 
Borrelien anspruchsvolle Bakterien sind, wachsen sie auf herkömmlichen 
Kulturmedien, wie Blut- oder Kochblutagar nicht an. Das mikroaerophile Bakterium 
lässt sich aber in Spezialmedien wie dem Barbour-Stoenner-Kelly-Medium (BSK-
Medium) kultivieren. Die optimale Wachstumstemperatur liegt zwischen 34 und 37°C 







Durch die Sequenzierung des B. burgdorferi sensu stricto Stammes B31, welche 
1997 durch Fraser et. al. publiziert wurde, ist das vollständige Genom des Erregers 
bekannt. Es besteht aus einem linearen Chromosom mit 910725 Basenpaaren und 
mindestens 17 zirkulären und linearen Plasmiden mit einer Gesamtgröße von 
533000 Basenpaaren. Das Chromosom enthält 853 Gene, welche für die 
Replikation, Transkription, Translation und Regulation des Metabolismus 
verantwortlich sind. Es fehlen Gene für die Produktion bestimmter Aminosäuren, 
Fettsäuren, Enzymkofaktoren oder Nukleotide. Dies erklärt, weshalb Borrelia 
burgdorferi nur in Spezialnährmedien kultiviert werden kann, welche die fehlenden 
Faktoren beinhalten. Die Energiebereitstellung erfolgt hauptsächlich glykolytisch. Die 
dafür nötige Enzymausstattung ist in den jeweiligen Genen codiert. Als primäre 
Energiequelle dient dabei Glukose, aber auch Glycerol, Glucosamin, Fructose oder 
Maltose, können verstoffwechselt werden. Die Regulation der Genexpression ist von 
mehreren Faktoren abhängig: der Art des Wirts, der Umgebungstemperatur, der 
genauen Lokalisation innerhalb des Wirts und weiteren. Für die Regulation existieren 
u.a. sogenannte „Heat shock response genes“, an diese Stellen im Genom können 
bestimmte Proteine (Heat shock proteins) binden und die Genexpression 
beeinflussen [36–38]. 
 
1.2.5 Proteine und Oberflächenantigene 
Die Untersuchung der verschiedenen Proteine und Oberflächenstrukturen, steht seit 
der Entdeckung des Erregers im Zentrum des Interesses. Nicht nur um die 
Pathomechanismen der Erkrankung zu verstehen, sondern auch um diagnostische 
Tests oder Impfstoffe zu entwickeln. 
Die äußere Membran von B. burgdorferi setzt sich zu 45,90 % aus Protein, 50,75% 
Lipiden und 3,33% Kohlehydrate zusammen [39]. 
Das Genom von B. burgdorferi codiert für verschiedene Lipoproteine, die sich in der 
äußeren Membran und somit an der Bakterienoberfläche befinden [37]. Diese 
Oberflächenantigene, spielen eine wichtige Rolle als Pathogenitätsfaktoren. So 
interagieren sie mit Wirtsstrukturen und sorgen dafür, dass der Lebenszyklus und die 
Übertragung zwischen den Wirtsorganismen funktioniert. Beispielsweise, binden 





handelt es sich um Bestandteile der extrazellulären Matrix [40]. Eine weitere Funktion 
der Oberflächenantigene ist es, sich durch Variation derselben, der Immunantwort 
des Wirts zu entziehen. Außerdem gibt es Proteine, die für die Interaktion mit 
Strukturen in der Zecke von Bedeutung sind und deshalb auch nur innerhalb der 
Zecke exprimiert werden. Umgekehrt werden andere Lipoproteine hochreguliert, 
sobald B. burgdorferi sich in einem Säugetierorganismus befindet [41]. 
Die Oberflächenantigene OspA und OspB werden nur von Borrelien im Darm 
nüchterner Zecken exprimiert. Die beiden Proteine, scheinen eine wichtige Rolle für 
die Persistenz im Zeckendarm zu spielen. OspA vermittelt dabei die Adhäsion an 
Zellen der Darmwand. Beginnt die Zecke mit dem Saugakt, erhöht sich die 
Umgebungstemperatur, OspA wird herunterreguliert und die Borrelien gelangen in 
die Speicheldrüsen des Vektors. Während OspA phylogenetisch konserviert ist, weist 
OspC eine hohe Sequenzvariabilität auf. OspC ist sehr immunogen und wird 
während des Saugaktes der Zecke verstärkt exprimiert. Deshalb wird dem Protein 
eine entscheidende Rolle für die Übertragung und Infektion des Wirts beim Saugakt 
zugeschrieben [17,40,42]. 
Zwei weitere wichtige Proteine sind DbpA und DbpB (decorin binding protein A und 
B), sie sind in der Lage an Decorin zu binden. Decorin wird von Fibroblasten gebildet 
und zählt zu den Proteoglykanen. Da es Kollagen bindet ist es in vielen Geweben in 
der extrazellulären Matrix anzutreffen. DbpA und DbpB vermitteln durch die Bindung 
an Decorin die Interaktion mit dem Bindegewebe. Die beiden Proteine scheinen eine 
wichtige Rolle für die Verbreitung der Borrelien im Säugetierwirt zu spielen. Weniger 
essentiell hingegen scheinen sie für die primäre Infektion zu sein [40,43]. 
B. burgdorferi besitzt ein 28 kB großes lineares Plasmid, welches eine sogenannte 
vmp-like Sequenz (vls) enthält. Vmp (variable major protein) findet sich bei B. 
hermsii, eine zu den Rückfallfieber verursachenden Spezies gehörend, und ist für 
dessen hohe Variabilität verantwortlich. Entsprechend zeigt auch B. burgdorferi, 
durch diese genetische Ausstattung, eine hohe Antigenvariabilität. DNA-
Sequenzanalysen zeigten, dass der vls-Locus auf dem Plasmid aus einem 
exprimierenden VlsE-Gen und 15 stummen vls-cassetten aufgebaut ist. Das VlsE-
Gen codiert für ein 34 kDa großes Lipoprotein, welches sich auf der 
Bakterienoberfläche befindet [44]. Jede der 15 vls-cassetten ist über 90% mit dem 
zentralen Bereich von VlsE identisch (sechs hochkonservierte Regionen), enthält 





VI). Durch bestimmte Stimuli im Säugerorganismus, können Segmente der 
verschiedenen vls-cassetten, in den zentralen Teil von VlsE rekombinieren und 
dadurch eine sehr hohe genetische, sowie phänotypische Vielfalt generieren. Die 
variablen Bereiche des Genprodukts befinden sich an der dem Bakterium 
abgewandten Seite, welche eine höhere Wahrscheinlichkeit hat, mit Antikörpern oder 
Immunzellen in Kontakt zu kommen [38,40,44,45]. Durch diese Antigenvielfalt ist es 
den Borrelien möglich sich der Immunantwort des Wirts effektiv zu entziehen. 
 
Abbildung 1.3: Die Rekombination im VlsE-Gen [44] 
 
Da in dieser Arbeit das VlsE-Antigen von besonderem Interesse ist, wird auf die 
Eigenschaften des Proteins näher eingegangen. Das Oberflächenprotein tritt in 
Lösung als Oligomer auf und seine Sekundärstruktur wird von α-Helices dominiert. 
An der Bakterienoberfläche tritt es vermutlich als Dimer auf [46,47]. Die thermische 
Denaturierung erfolgt bei ca. 40°C vom Oligomer zum Monomer, gefolgt von einer 
Proteinentfaltung bei ca. 55°C. Unter den Proteinen, die einer hohen Antigenvariation 
unterliegen, ist VlsE mit einer über 75% konstanten Primärstruktur eher ein 
atypischer Vertreter. Der konstante Bereich des Proteins befindet sich an den N- und 
C-Terminalen und macht bereits über die Hälfte der Gesamtgröße aus. Die beiden 





(IR1 bis IR6), die abwechselnd mit den zentralen variablen Bereichen durchsetzt sind 
(siehe Abb. 1.4) [47,48]. Für invariable Anteile von Proteinen, die in die 
Antigenvariation von Krankheitserregern eingebunden sind, ist es eher untypisch, 
dass ein konstanter Bereich, nämlich IR6, besonders immunogen ist [48,49]. Diese 
Region, befindet sich zwar an der Proteinoberfläche, wird das Protein jedoch an der 
Bakterienoberfläche exprimiert, ist sie für Antikörper nicht zugänglich [48,50]. 
Strukturanalysen des Proteins konnten zeigen, dass IR6 durch Loops aus variablen 
Regionen abgeschirmt wird und so wahrscheinlich der Antikörperantwort des Wirtes 
entgeht [46].  
 
 
Abbildung 1.4: Aufbau von vlsE, Variable (VR) und Invariable (IR) Regionen [46] 
 
 
Abbildung 1.5: VlsE-Struktur, VR´s orange IR´s blau. Die IR´s werden von den VR´s nach außen weitgehend 
abgeschirmt. An der Borrelienoberfläche tritt es vermutlich als Dimer auf [46]. 
 
Die Oberflächenproteine von B. burgdorferi unterliegen einem ständigen Wandel, der 





Umgebungsbedingungen, der Gewebetyp in dem sich Borrelia aufhält und die 
Immunantwort des Wirts die Expression der Oberflächenproteine [41,51,52].  
Die Nomenklatur der einzelnen Proteine wurde noch nicht vereinheitlicht. Zunächst 
wurden sie anhand ihres Molekulargewichts mit p (für Protein) und der 
entsprechenden Zahl für die Größe in Kilodalton (z.B. p31) benannt. Als nach und 
nach die Lokalisationen und Funktionen bekannt wurden, erhielten sie die 
entsprechenden Eigennamen (z.B. Osp für Outer surface protein). 
 
1.3 Infektion mit Borrelia burgdorferi 
1.3.1 Die Zecke als Überträger 
Als Vektoren, welche die Borrelien auf das Wirtssäugetier übertragen, dienen Zecken 
der Gattung Ixodes (Schildzecke). In Europa, fungiert Ixodes ricinus als Hauptvektor, 
während in Asien Ixodes persulcatus der häufigste Überträger ist. In den USA sind 
zwei Ixodesarten für die Übertragung von Bedeutung. Ixodes scapularis in den 
Bundesstaaten der Ostküste sowie in den nördlichen Staaten und Ixodes pacificus 
entlang der Westküste Nordamerikas [53,54]. 
 
Abbildung 1.5: Die weltweite Verteilung der Vektoren der Lyme Borreliose [53] 
 
Die Zecken entwickeln sich über einen, vier Stadien umfassenden, Lebenszyklus. 
Vom Ei, über das Larven- und Nymphenstadium, bis hin zum adulten Tier. Zwischen 
den Stadien ist für jede Metamorphose und zuletzt auch für die Eiablage eine 





die Weibchen [53]. Die Dauer des Lebenszyklus ist abhängig von der jeweiligen 
Zeckenart und beträgt ein bis drei Jahre. Die optimalen Lebensbedingungen sind für 
Zecken die gemäßigten Klimazonen mit einer Temperaturspanne von -10°C bis 
35°C. Extremwerte sollten aber nur von kurzer Dauer sein. Sie benötigen eine 
ausreichend hohe Luftfeuchtigkeit, die idealerweise über 80% liegt. Diese 
Konditionen sind in Deutschland in der Regel im Frühsommer und Spätherbst erfüllt, 
so dass zu diesen Jahreszeiten die höchste Zeckenaktivität nachzuweisen ist [55]. 
Das optimale Zeckenbiotop ist das Unterholz im Wald, Sträucher, Büsche und hohes 
Gras. Sie befinden sich in der Regel bis zu einer Höhe von einem Meter. Fallen also, 
entgegen dem weitverbreiteten Irrglauben, nicht von großen Bäumen auf ihren Wirt 
herab. Die Zecken (auch Larven/Nymphen) warten an Grashalmen oder Sträuchern, 
bis ein geeigneter Wirt vorüberzieht. Sie besitzen zur Wahrnehmung von Vibrationen 
sogenannte Haller´sche Organe, welche am vorderen Beinpaar platziert sind. Hat 
sich ein geeigneter Wirt gefunden, lässt sie sich auf diesen fallen und klammert sich 
mit den Beinen an ihm fest. Dann sucht sie sich einen geeigneten Ort, um mit ihrem 
Stechapparat die Haut des Wirtes zu perforieren. Während des Saugaktes, 
sezerniert die Zecke mit ihren Speichel, antikoagulatorisch, anästhetisch und 
antiphlogistisch wirkende Substanzen [56]. Die Dauer des Saugaktes ist vom 
Zeckenstadium abhängig. Adulte Weibchen saugen fünf bis neun Tage, Männchen 
deutlich kürzer [57]. Ixodesarten befallen eine breite Spanne von Wirtstieren. Larven 
und Nymphen halten sich in geringer Höhe auf und bevorzugen deshalb kleine 
Nagetiere aber auch verschiedene Vögel. Die adulten Zecken steigen bis zu einem 
Meter auf und nehmen deshalb auch größere Tiere wie Rehe, Füchse, sowie Hunde 
und Katzen als Wirt. Der Mensch kann von allen Stadien befallen werden [54,55]. 
Die Durchseuchung der Zecken mit B. burgdorferi liegt in Deutschland, abhängig von 
der Region, zwischen 5-35% [17]. Die Wahrscheinlichkeit der Übertragung, steigt mit 
der Dauer des Saugaktes. Die maximale Übertragungsrate findet sich nach zwei bis 
drei Tagen. Das Risiko, sich bei einem Zeckenstich mit B. burgdorferi zu infizieren 








Während des Saugaktes der Zecke, wandern die Borrelien unter Veränderung ihrer 
Oberflächenproteine von OspA und OspB nach OspC, vom Zeckendarm in die 
Speicheldrüsen ein. Dieser Prozess dauert ca. 24 Stunden, weshalb die Übertragung 
noch nicht unmittelbar nach dem Zeckenstich abläuft [61]. Die Spirochäten gelangen 
mit dem Speichel der Zecke in die Hautschichten des Wirtes. Der Speichel beinhaltet 
Substanzen, die der Zecke den Saugakt erleichtern. Aber auch die Borrelien 
profitieren von bestimmten Inhaltsstoffen des Speichels. So werden durch ihn 
bestimmte Zytokine von Th2-Zellen induziert, welche die zelluläre Immunantwort des 
Wirts supprimieren [62]. In der Haut des Wirts angekommen, vermehren sich die 
Borrelien und breiten sich zentrifugal aus. Dabei kommt es zu einer lokalen 
Entzündungsreaktion, welche sich durch eine expandierende Hautrötung zeigt. Die 
äußere Grenze der Rötung entspricht dabei der Erregerfront. Im Zentrum kann die 
Rötung wieder verblassen. Diese Hauterscheinung wird Erythema migrans genannt 
und stellt die Erstmanifestation der Lyme Borreliose dar. Kann das Immunsystem mit 
den lokalen Abwehrmechanismen, wie Granulozyten und Makophagen, den Erreger 
eliminieren, ist die Erkrankung überwunden. Unterstützend wirkt hierbei die Gabe 
von Antibiotika. Gelingt es dem Erreger aber der lokalen Abwehrreaktion zu 
entkommen, können sie Gewebs- und Gefäßbarrieren überwinden und über das 
Lymph- und Blutgefäßsystem in den gesamten Körper disseminieren [53]. Ein 
wichtiger Mechanismus bei der Verbreitung des Erregers ist die Adhärenz zu 
Wirtszellen sowie zu Proteinen der extrazellulären Matrix, welche über bestimmte 
Proteine auf der Bakterienoberfläche vermittelt wird. Im Gegensatz zu anderen 
Bakterien, die nach ihrer Inokulation ins Gewebe häufig Enzyme freisetzen, um die 
extrazelluläre Matrix zu verdauen und aufzulockern, sind bei Borrelien solche 
Substanzen nicht bekannt. Sie nutzen im Gegensatz dazu die Bindung wirtseigener 
Proteine wie Plasmin. Plasmin ist eine Serinprotease, die in der Lage ist 
Metalloproteasen zu aktivieren. Diese Proteasen können eine Vielzahl von 
Matrixproteinen degradieren [63]. Plasminogen, die Vorstufe von Plasmin, wird 
hierfür über das Oberflächenprotein OspC von B. burgdorferi gebunden [64]. Nach 
Auflockerung der extrazellulären Matrix, kann der Erreger sich dann durch seine 
Eigenbewegung verteilen. Dabei scheint es vom Genotyp abhängig zu sein, wie 





Die Infektion kann unbehandelt über Jahre hinweg bestehen. Die Borrelien scheinen 
dabei, in geringer Zahl in den jeweiligen Geweben, zu persistieren. Welches Gewebe 
letztendlich betroffen ist, hängt unter anderem von der Borrelienspezies ab. Während 
B. burgdorferi sensu stricto in den USA eher Gelenkmanifestationen verursacht, 
isoliert man B. afzelii in Europa häufiger in Hautläsionen, wie der Acrodermatitis 
chronica atrophicans [66]. In den Spätstadien, kann sich Borrelia durch ihre starke 
Antigenvariabilität dem Immunsystem entziehen und in Gewebsnischen persistieren 
[41,64]. Eine dauerhafte oder auch rezidivierende Immunreaktion mit folgender 
Gewebeschädigung, scheint aber trotzdem abzulaufen, da die Beschwerden häufig 
schubweise auftreten. 
 
1.3.3 Immunantwort des Wirts 
Die erste Reaktion auf die in den Wirtsorganismus eingedrungenen Borrelien, ist auf 
das angeborene Immunsystem zurückzuführen. Makrophagen und dendritische 
Zellen erkennen unspezifisch, mit Hilfe ihrer „Pattern recognition receptors“ (PRR´s), 
bakterielle Bestandteile und reagieren darauf mit einer Zytokinproduktion, welche die 
akute Entzündung auslöst. Polymorphkernige, neutrophile und basophile 
Granulozyten sowie Makrophagen, wandern ein und bekämpfen den 
eingedrungenen Erreger [67,68]. Die Erreger werden phagozytiert, deren Antigene 
prozessiert und für die spezifischen Immunzellen, wie B- und T-Lymphozyten, 
präsentiert [69]. Auch das zum angeborenen Immunsystem gehörende 
Komplementsystem wird aktiviert um die eingedrungenen Erreger zu opsonieren 
oder direkt zu lysieren. Zum Zeitpunkt der Dissemination kommt es zu einer 
massiven Zytokinbildung durch die Immunzellen, welche mit den häufig auftretenden 
unspezifischen Symptomen wie Fieber, Myalgien, Abgeschlagenheit und Arthralgien 
einhergeht. 
Die spezifische Immunabwehr, überschneidet sich in den ersten Schritten der 
Erregerbekämpfung mit der Angeborenen. Sie beginnt mit dem Erkennen von 
unspezifischen Antigenen durch die PRR`s. Dabei kommt es vorwiegend zur 
Interaktion von „Toll like Rezeptoren“ (TLR´s), genauer dem TLR2, mit bestimmten 
Lipoproteinen der Borrelien. Aber es sind auch weitere Rezeptorarten wie CD14 oder 
„Scavenger-Rezeptoren“ involviert [61,70]. Neben einer folgenden Zytokinproduktion, 





Lymphknoten und initiieren dort die spezifische Immunantwort. Im Frühstadium 
erfolgt zunächst die T-Zell-Antwort. CD4 positive T-Helferzellen werden aktiviert und 
differenzieren sich zu TH1, TH2, TH17 oder regulatorischen T-Zellen [70,71]. Die B-
Zell-Antwort läuft erst später während den nächsten Krankheitswochen ab. Die 
spezifische T-Zell-Antwort wird insbesondere durch das Flagellenprotein und OspA 
induziert [72]. 
Für die humorale Immunantwort des spezifischen Immunsystems, sind die B-Zellen 
zuständig. Sie werden mit Hilfe von TH2-Zellen und follikulär dendritischen Zellen in 
den Lymphfollikeln aktiviert. Ihre Aufgabe ist es als Plasmazelle spezifische 
Antikörper gegen B. burgdorferi zu produzieren [69]. Wie bei vielen anderen 
Infektionen, werden auch bei der Lyme Borreliose zunächst IgM-Antikörper gebildet.  
In der Regel steigen die IgM-Antikörper innerhalb von zwei bis vier Wochen post 
infectionem an, um zwischen der sechsten und achten Woche ihr Maximum zu 
erreichen [73,74]. Die IgG-Antikörper steigen erst um die achte Woche an und 
persistieren über Jahre oder Jahrzehnte. Die Interpretation der IgM-Antwort in 
Hinblick auf das Infektionsstadium sollte bei einer Borrelieninfektion mit Vorsicht 
geschehen, da diese ebenfalls jahrelang persistieren können und deshalb 
keineswegs ein sicheres Zeichen einer frischen Infektion sind [74]. Die ersten 
Antikörper, die gebildet werden, richten sich gegen das 41 KDa Flagellenprotein. 
Später auch gegen weitere Epitope wie OspA und OspB [75]. Je länger der 
Krankheitsverlauf andauert, desto mehr unterschiedliche Antikörper sind im Western-
Blot als Banden nachweisbar [76]. 
 
1.3.4 Immunevasion 
Borrelia verfügt über verschiedene Strategien, um innerhalb eines 
immunkompetenten Wirts langfristig zu überleben. Während der Vermehrung und 
Verbreitung im Wirt ist Borrelia in der Lage, sich den verschiedenen 
Abwehrmechanismen des wirtseigenen Immunsystems weitgehend zu entziehen. 
Die Strategien von Borrelia sind dabei z.B. Antigenvariation (durch genetische 
Umbauvorgänge, Mutationen, Rekombination und variable Antigenexpression), 
physikalische Abschottungsmechanismen (Bildung von zystischen Formen, 
Verdecken besonders immunogener Strukturen) und letztlich auch aktiver 





Hemmung des Komplementsystems oder die Induktion von antiinflammatorischen 
Zytokinen [41]. Wie die Flexibilität des Genoms und die Variabilität der 
Proteinexpression zu der großen Vielfalt an Antigenstrukturen führen, wurde weiter 
oben bereits für das VlsE-Protein beschrieben. Während des Saugaktes der Zecke, 
nutzt Borrelia deren Speichel für ihre Immunevasion. Borrelia bindet in der 
Speicheldrüse, über OspC, an ein Speichelprotein (Salp15) der Zecke. Dieser OspC-
Salp15-Komplex, schützt Borrelia im neuen Wirt vor einer Antikörperbindung [77]. 
Auch gegen die Angriffe des wirtseigenen Komplementsystems besitzt Borrelia 
burgdorferi eine Strategie. Das Komplementsystem kann hauptsächlich über drei 
Wege aktiviert werden. Klassisch, via Antigen-Antikörper-Komplex, alternativ über 
C3b und über den Lektinweg. Letztendlich kommt es nach Aktivierung zu einem 
kaskadenartigen Ablauf verschiedener Proteinspaltungen und Initiierung eines 
sogenannten Membrane Attack Complexes (MAC), mit nachfolgender Lyse des 
Erregers. Insbesondere der alternative Aktivierungsweg wird durch B. burgdorferi 
gehemmt. Der Erreger exprimiert bis zu fünf verschiedene, sogenannte CRASP´s 
(Complement regulator aquiring surface proteins). Diese CRASP´s, binden zwei 
wichtige Komplementregulatoren des alternativen Wegs: Faktor H und Faktor H like 
Protein 1 (FHL1). Diese Proteine, befinden sich konstitutiv im Plasma des Wirtes und 
verhindern eine Komplementaktivierung über C3b an wirtseigenen Zellen. Durch 
Bindung dieser Regulatorproteine an der Borrelienoberfläche kann dort angelagertes 
C3b inaktiviert werden und der Erreger entgeht dadurch der Lyse [64,78,79]. Auch 
die Lokalisation von Borrelia in bestimmten Geweben scheint für die langfristige 
Persistenz wichtig zu sein. Das Zurückziehen in bradytrophes Gewebe, Verstecken 
in tiefen Zellinvaginationen und eventuell sogar intrazelluläre Persistenz trägt dazu 
bei [79]. In vitro konnte B. burgdorferi die Bindung an Fibrozyten mit enger 
Anlagerung in tiefen Zellfalten nachgewiesen werden, wo sie nicht phagozytiert 
wurden [80]. In Zellkulturexperimenten konnte eine intrazelluläre Persistenz in 
Synovialzellen über mindestens acht Wochen nachgewiesen werden. Zugabe von 
Ceftriaxon zur Zellkultur erfasste extrazelluläre Borrelien, während nach Kultur des 
Zelllysates wieder Borrelien isoliert werden konnten. Diese Ergebnisse lassen 
vermuten, dass eine intrazelluläre Persistenz zur Immunevasion und 
Therapieresistenz beiträgt [81]. Da aber ein intrazellulärer Nachweis im 





in verschiedenen Geweben nachgewiesen wurde, muss man davon ausgehen, dass 
eine intrazelluläre Persistenz selten ist [79]. 
Eine weitere Möglichkeit der langen Überlebensdauer von Borrelia könnte Quorum 
sensing und Biofilmbildung sein. Quorum sensing ist eine Art 
Kommunikationsmechanismus unter Bakterien. Bestimmte Signalmoleküle, 
sogenannte Autoinduktoren (AI1 – AI3), werden von Bakterien produziert. Steigt die 
Konzentration der Signalmoleküle auf ein bestimmtes Level an, bedeutet dies eine 
hohe Zelldichte und die Bakterien ändern daraufhin, aufeinander abgestimmt, ihre 
Genexpression. Der Sinn des Quorum sensing ist es, Prozesse wie z.B. 
Biofilmbildung zu koordinieren, welche nicht effizient genug wären, wenn sie von 
einzelnen Bakterien durchgeführt werden [82]. Biofilmbildung ist ein Mechanismus 
von Bakterien, sich vor dem Immunsystem und Antibiotikatherapie zu schützen. Die 
Bakterien organisieren sich dabei in einer, aus komplexen extrazellulären polymeren 
Substanzen (EPS) bestehender, Schleimschicht. Bei B. burgdorferi konnte das LuxS-
Enzym nachgewiesen werden, welches für die Synthese von Autoinduktor 2 
notwendig ist [83]. Ob Borrelia diese Enzymausstattung für eine Biofilmorganisation 
oder für die Synthese anderer Proteine nutzt, ist jedoch noch unklar. Allerdings 
zeigen Untersuchungen, dass Borrelia in vitro in der Lage ist Biofilm zu bilden [84]. 
 
1.3.5 Klinische Manifestationen und Verläufe 
Da die Lyme Borreliose eine Multisystemerkrankung ist, sind die klinischen 
Manifestationen entsprechend variabel. Im Stadium der Erregerdissemination ist es 
theoretisch möglich, dass alle Organe befallen werden. Allerdings gibt es bestimmte 
Prädilektionsstellen wie Haut, Nervensystem, Gelenke und Herz [85].Traditionell wird 
die Erkrankung in drei Stadien eingeteilt. Das erste Stadium der lokalen Infektion, 
das zweite Stadium der Dissemination und das dritte Stadium der Persistenz. Dies 
hat hauptsächlich didaktische Vorteile, denn tatsächlich kann man den stadienhaften 
Verlauf der Erkrankung nur selten gut nachvollziehen. Mitunter, weil die ersten 
Beschwerden erst im späteren Krankheitsverlauf auftreten. Sinnvoller erscheint 
deshalb die Einteilung in eine akute und chronische Verlaufsform [2,66,86]. 
Kutane Frühmanifestationen: 
Erythema migrans (Wanderröte): Es tritt nach einer Inkubationszeit von ca. zwei 





der Lyme Borreliose. Von der Einstichstelle ausgehend, breitet sich im typischen Fall 
ein randbetontes Erythem aus. Das Zentrum kann dabei abblassen, wodurch es 
schließlich ringförmig erscheint. Häufig ist das Aussehen aber nicht klinisch 
eindeutig. Besonders, wenn der Durchmesser noch kleiner als fünf Zentimeter ist, 
kann es als homogenes Erythem oder randbetont, mit zentraler livider Verfärbung 
auftreten [66,85]. Auch papullöse, sowie vesicullöse Hauterscheinungen wurden 
beschrieben [87]. Nach der Erregerdissemination in der Haut, kann es auch als 
multilokuläre Form, mit mehreren Läsionen über den Körper verteilt, auftreten. Für 
die Lokalisation gibt es zwar bestimmte Prädilektionsstellen, wie die Poplitealregion 
und die Leistengegend, es kann aber letztlich am gesamten Körper in Erscheinung 
treten [85]. Ungefähr die Hälfte der europäischen Patienten klagen über lokale 
Symptome wie Juckreiz, Brennen oder Schmerzen und 20 bis 51% der Patienten 
geben Begleitsymptome wie Müdigkeit, Unwohlsein, Kopfschmerzen, Muskel- und 
Gelenkschmerzen an. Fieber ist in Europa eher selten (< 5%), während in 
Nordamerika 16% der Betroffenen Fieber entwickeln [66,88]. Das Erythema migrans 
heilt normalerweise selbständig, innerhalb einiger Wochen, ab. Es sollte aber, um 
eine Dissemination und mögliche Chronifizierung zu vermeiden, antibiotisch 
behandelt werden [89,90]. 
Lymphadenosis cutis benigna (Borrelien-Lymphozytom): Beim Borrelien-
Lymphozytom, handelt es sich um ein gutartiges und rückbildungsfähiges 
Pseudolymphom. Klinisch stellt es sich durch eine knotige, rötlich-livide verfärbte, 
prall-elastische Schwellung der Haut dar. Prädilektionsstellen sind die Ohrläppchen, 
die Mammillenregion und der Genitalbereich. In den meisten Fällen sind Kinder 
betroffen. Die Hauterscheinung bleibt unbehandelt länger bestehen als das Erythema 
migrans, häufig über mehrere Monate. Histologisch zeigen sich lymphozytäre 
Infiltrate neben Plasmazellen, Makrophagen und eosinophilen Granulozyten. Liegen 
mitotisch aktive Lymphozyten in Keimzentren vor, kann die Abgrenzung zu malignen 
Lymphozyten schwer sein [85,91]. 
Kutane Spätmanifestation: 
Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA): Die Acrodermatitis chronica atrophicans 
wird hauptsächlich in Europa gefunden. Dank der frühen Antibiotikatherapie tritt sie 
heute nur noch selten auf. Sie entsteht schon im Verlauf der Dissemination oder erst 
Jahre später. Klinisch treten zunächst diffuse, fleckige, leicht livide Rötungen 





Schwellungen im Bereich der Hautrötungen kommen vor. Über Wochen bis Monate 
zeigen sich vermehrt Zeichen der Atrophie. Das Unterhautfettgewebe nimmt ab, die 
Haut wird dünn und die Fältelung nimmt zu. Durch die pergamentartig dünne Haut, 
werden die Gefäßzeichnungen immer deutlicher erkennbar. Die Acrodermatitis 
chronica atrophicans hat keine Selbstheilungstendenz. Es lassen sich, auch nach 
langem Verlauf, noch Borrelien im betroffenen Gewebe nachweisen [17,92]. 
Neuroborreliose: 
Das Nervensystem ist, neben der Haut, eine weitere Prädilektionsstelle bei einer 
Infektion mit B. burgdorferi. In 10 bis 15% der manifesten Borreliose ist das 
Nervensystem beteiligt [93]. Dabei gibt es auch hier verschiedene Affektionen und 
demnach unterschiedliche klinische Erscheinungsbilder. Aufgrund der 
Symptomdauer bzw. dem Zeitpunkt des Auftretens, kann man die akute von der 
chronischen Neuroborreliose abgrenzen. 
Meningopolyradikuloneuritis (Bannwarth-Syndrom): Eine Form der akut verlaufenden 
Neuroborreliose und mitunter die häufigste Affektion des Nervensystems beim 
Erwachsenen, ist das schmerzhafte Bannwarth-Syndrom. Kinder scheinen dabei 
häufiger eine isoliert meningitische Verlaufsform zu entwickeln [94]. Die Symptome 
der Radikulitis treten im Mittel vier bis sechs Wochen nach dem Zeckenstich auf. 
Dabei handelt es sich um überwiegend nächtlich auftretende, wandernde, radikuläre 
Schmerzen an Extremitäten und Rumpf, die auf die üblichen Analgetika kaum 
ansprechen. Auch Paresen der peripheren Nerven sind beschrieben [94]. Bei 60% 
der Patienten treten Hirnnervenausfälle auf. Am häufigsten ist dabei der N. facialis 
betroffen. In 40% der Fälle treten bilaterale Facialisparesen auf [17]. Außerdem 
findet sich ein entzündliches Liquorsyndrom mit lymphomonozytärer Pleozytose, 
Eiweißerhöhung und oligoklonalen IgG-Banden. Der Liquor/Serum Quotient für 
Albumin ist erhöht und es lässt sich eine intrathekale IgG oder IgM-Synthese gegen 
B. burgdorferi nachweisen [85]. Ohne antibiotische Therapie kann sich der Verlauf 
zwischen Monaten und 1,5 Jahren bewegen. Die Symptome können sich dabei 
episodenhaft bessern und wieder verschlechtern [94]. 
Zu den chronischen neurologischen Manifestationen, welche auch noch Jahre nach 
der Infektion auftreten können, zählen: die chronisch progrediente Borrelien-






Chronisch progrediente Borrelien-Enzephalitis: Spezifische Symptome weist die 
Erkrankung nicht auf, weshalb die Anamnese einer vorliegenden Borreliose, bei 
entsprechender klinisch-neurologischer Symptomatik und Antikörpernachweis im 
Liquor für die Diagnosestellung essentiell ist. Zum Symptomspektrum zählen: 
Bewusstseinsstörungen, fokale und generalisierte Anfälle, para- oder tetraspastische 
Syndrome, Hemianopsien, Aphasien, Ataxien, Blasenentleerungstörungen und 
andere [17,85]. 
Zerebrale Vaskulitis: Dieses seltener auftretende Krankheitsbild verläuft nach einem 
längeren, uncharakteristischen Prodomalstadium mit Müdigkeit und Unwohlsein, 
plötzlich akut. Durch die von B. burgdorferi induzierte Perivaskulitis kann es zu 
Verschlüssen größerer und kleinerer Gefäße kommen. Es folgen ischämische oder 
hämorrhagische Komplikationen. Diese zeigen sich von der akuten Hemiparese, 
über einfache Kopfschmerzen oder sensible Defizite klinisch variabel [95–97]. 
ACA assoziierte Polyneuropathie: Bei 40 bis 60% der Patienten mit Acrodermatitis 
chronica atrophicans, entwickelt sich zusätzlich eine periphere asymmetrische 
Polyneuropathie mit Kribbelparästhesien und nächtlichen Schmerzen [17,85,98]. 
Lyme Karditis: 
Mit weniger als 5% ist die Lyme Karditis eine seltene Manifestationsform der 
Borreliose. Möglicherweise wird sie aber einfach zu selten bemerkt, da eine 
Herzbeteiligung häufig subklinisch oder mit unspezifischen Symptomen verläuft [17]. 
Wenn manifest, zeigt sie sich als Leitungs- oder Rhythmusstörung, Perikarditis sowie 
Endomyokarditis. Am häufigsten sind dabei fluktuierende AV-Blockierungen 
verschiedenen Grades, bis hin zum totalen AV-Block mit der Notwendigkeit eines 
passageren Schrittmachers [99,100]. Die kardialen Manifestationen bilden sich 
normalerweise selbständig zurück. Persistente Rhythmusstörungen sind eher selten 
[85]. 
Lyme Arthritis: 
Bereits wenige Wochen nach der Infektion, treten häufig rheumatologische 
Symptome wie Arthralgien oder Myalgien auf. Die Lyme Arthritis im engeren Sinne, 
manifestiert sich allerdings erst mehrere Wochen bis Monate nach dem Zeckenstich. 
In der Regel tritt sie als Mono- oder Oligoarthritis in Erscheinung, wobei in 85% der 
Fälle nur ein Kniegelenk betroffen ist. Eine Affektion der kleinen Fingergelenke, wie 
etwa bei der Polyarthritis, kommt selten vor [17]. Häufig treten auch 





charakteristisch. Es zeigt sich eine erhöhte Zellzahl, mit überwiegend neutrophilen 
Granulozyten. Auch die histologische Untersuchung der Synovialmembran zeigt 
keine spezifischen Veränderungen. Der Verlauf ist in der Regel episodisch, mit 
unterschiedlich langen Schüben und symptomfreien Intervallen. In den meisten 
Fällen hat die Lyme Arthritis eine gute Prognose und heilt spontan ab. Eine 
antibiotische Therapie kann dabei den Heilungsverlauf verkürzen. Chronische 
Verläufe kommen in 10% der Fälle vor [85]. 
 
1.3.6 Therapie 
Wird die Lyme Borreliose rechtzeitig adäquat antibiotisch behandelt, ist die Prognose 
relativ gut. Der Krankheitsverlauf wird dadurch verkürzt und Neumanifestationen 
verhindert. Defektheilungen sind selten, außer bei bereits bestehender Atrophie der 
Haut im Rahmen der ACA [85]. 
 
1.3.7 Prophylaxe und Prävention 
Die beste prophylaktische Maßnahme gegen die Lyme Borreliose ist die Vermeidung 
von Zeckenstichen. Durch entsprechendes Verhalten in den Endemiegebieten, wie 
geschlossene Kleidung und dem Meiden hoher Gräser sowie Unterholz, ist es 
möglich, die Wahrscheinlichkeit eines Stiches zu reduzieren. Insektenschutzmittel 
zeigen bei Zecken nur bedingte Wirksamkeit. Durch die verzögerte Übertragung der 
Borrelien ist auch das schnelle Entfernen der Zecke, sollte es zu einem Stich 
gekommen sein, eine wichtige Maßnahme. Aktuell ist eine Impfung gegen die 
Erkrankung nicht verfügbar. Ein vor einigen Jahren in den USA bereits kommerziell 
vertriebener Impfstoff, wurde wegen gesundheitlicher Bedenken wieder eingezogen 
[101]. 
 
1.4 Diagnostik der Lyme Borreliose 
1.4.1 Direkte Nachweismethoden 
Standardnachweis einer bakteriellen Infektion ist in der Regel der kulturelle 
Erregernachweis. Da B. burgdorferi aber ein sehr anspruchsvoller Keim ist, dauert 
die kulturelle Diagnostik häufig lange und ist aufwendig. Deshalb hat sich die PCR 









Beim klassischen Verlauf der Lyme Borreliose, mit den typischen 
Hautmanifestationen, kann und sollte die Diagnose klinisch gestellt werden. Verläufe 
wie die Neuroborreliose oder die Lyme-Arthritis, sind hingegen ohne erinnerlichen 
Zeckenstich oder Erythema migrans, nicht einfach zu diagnostizieren. Hier kann eine 
serologische Diagnostik, mit Nachweis spezifischer Antikörper gegen B. burgdorferi, 
hilfreich sein.  
Empfohlen ist die Serologie als Stufendiagnostik durchzuführen. Hierbei wird 
zunächst ein weniger aufwendiger Suchtest für IgG oder IgM-Antikörper 
durchgeführt. In der Regel handelt es sich dabei um einen Immunoassay mit hoher 
Sensitivität, meistens ein ELISA (enzyme linked immuno assay). Ein positiver 
Testausfall muss mittels spezifischerem Immunoblot bestätigt werden (vgl. Abb. 1.6). 
Zusätzlich kann durch die unterschiedliche Antigenauftragung das 
Antikörperspektrum untersucht und so eine Aussage zum Infektionsstadium gemacht 
werden. Je länger das Krankheitsgeschehen besteht, desto breiter ist in der Regel 
das Antikörperspektrum [85,103–105]. Auch das Oberflächenantigen VlsE wird im 
Immunoblot zum Nachweis spezifischer Antikörper genutzt. Die Antikörper werden 
dabei hauptsächlich gegen die IR6 und bestimmte, ebenfalls invariable, 
membrannahe Regionen an den N- und C-terminalen Enden des Proteins gebildet. 
Die Immunantwort gegen letztere Epitope scheinen dabei erst später im 
Krankheitsverlauf aufzutreten, als Antikörper gegen IR6. Die gebildeten Antikörper 
können auf intakten Borrelien aber nicht binden, da die Epitope von invariablen 
Regionen abgeschirmt werden, weshalb sie letztlich keine immunologische 
Schutzfunktion hervorrufen [46,48,50,106]. Da die humorale Immunantwort nicht 
immer den von anderen Infektionskrankheiten gewohnten Ablauf folgt, ist bei der 
Interpretation der Ergebnisse Vorsicht geboten. Liegt ein Erythema migrans vor, 
kann die initiale Immunantwort sogar fehlen [107]. Eine IgM-Antwort tritt einerseits 
nicht in allen akuten Fällen auf und kann andererseits in späten Krankheitsphasen 
langfristig persistieren. Beim typischen Verlauf erfolgt etwa ab der dritten Woche eine 





[104,105]. Falsch positive IgM-Nachweise kommen vor und können durch eine 
oligoklonale Stimulation, aufgrund anderer Infektionen (z.B. EBV) oder 
Autoimmunerkrankungen, bedingt sein [17]. Im Spätstadium hat die Serologie einen 
sehr guten negativ prädiktiven Wert, weshalb bei einem negativen Befund eine 
Lyme-Borreliose zu nahezu 99% ausgeschlossen werden kann [85,103]. 
 
 
Abbildung 1.6: Diagnostischer Algorithmus der Borrelien-Serologie [85] 
 
1.4.3 T-Zell basierte Testsysteme 
Die Bestimmung einer spezifischen T-Zell-Antwort wäre für die Diagnostik insofern 
attraktiv, weil sie bereits vor einer Antikörperproduktion positiv ausfallen müsste. In 
der Routinediagnostik sind Nachweise auf T-Zell-Ebene allerdings noch nicht 
etabliert. Bisherige Studien zeigen kontroverse Resultate. Der 
Lymphoproliferationsassay, zeigt einerseits signifikante Antworten bei Patienten mit 
Hautmanifestationen, andererseits reagierten auch die T-Zellen gesunder Patienten 
auf Antigene von B. burgdorferi [108–110]. Eine relativ neue Methode, um 
spezifische T-Zellen nachzuweisen, ist der Elispot (Enzyme linked immunospot 
assay). Der bereits routinemäßig in der Tuberkulosediagnostik eingesetzte Test 
basiert auf der spezifischen Aktivierung der Zellen in vitro mit nachfolgender 
Detektion der produzierten Zytokine. Für den Einsatz in der diagnostischen Routine 
gibt es bei der Borreliose aufgrund der geringen Studienlage und Standardisierung 






1.5 Ziel der Arbeit 
Die Diagnose einer klinisch untypisch oder chronisch verlaufenden Lyme Borreliose, 
wird unter Einbeziehung der serologischen Diagnostik, also mittels 
Antikörpernachweis im 2-Stufen-Test, gestellt. Doch die Serologie stellt mit einer 
geringen Sensitivität von 20 bis 50% im Frühstadium kein optimales Testsystem dar 
[107]. Im Stadium der frühen Dissemination steigt die Sensitivität zwar auf 70-90% 
und bei einer akuten Neuroborreliose sogar auf 100% an, was einem guten negativ 
prädiktiven Wert entspricht, allerdings geschieht dies zu Lasten der Spezifität 
[103,111]. Je unspezifischer die Symptome, umso geringer ist der positiv prädiktive 
Wert der Serologie. Die Serokonversion in der gesunden Bevölkerung, welche von 
Alter und Häufigkeit des Aufenthaltes im Zeckenhabitat abhängt, liegt bei 5 - 20% 
[103]. Das Problem der IgM-Antwort wurde bereits erläutert. IgM-Antikörper können 
bei der Lyme Borreliose lange persistieren und sprechen daher nicht in jedem Fall für 
eine akute Infektion. Diese Befunde weisen darauf hin, dass eine weitere 
Nachweismethode neben der Serologie, zur Diagnosestellung und Abschätzung der 
Krankheitsaktivität, nützlich wäre. Die Diagnostik auf T-Zell-Ebene könnte sich als 
entsprechende Zusatzmethode eignen. Dazu gab es bereits verschiedene Versuche, 
doch die falsch positiven Raten sind bisher noch hoch. Das könnte jedoch am 
Einsatz ungenügend aufgearbeiteter Antigene, wie beispielsweise 
Borrelienganzzelllysat, liegen, welches wahrscheinlich unspezifische Mitogene und 
Aktivatoren für T-Zellen enthält [112]. Ziel dieser Arbeit ist es, rekombinante Antigene 
für die Etablierung eines Elispots herzustellen. Mit der Elispot Technik ist es möglich 
die spezifische T-Zell-Antwort in der Einzelzellebene in Größe und Qualität zu 
beschreiben. Auch eine geringe Anzahl reaktiver T-Zellen kann mit der 
Elispottechnologie nachgewiesen werden. Die Sensitivität ist 20 bis 200 mal höher, 
als die Flowzytometrie mit intrazellulärer Färbung [113,114]. In einer Studie des 
Instituts wurden Vergleichstestungen von Elispot und konventioneller Serologie, an 
52 Probanden unter Einsatz verschiedener rekombinant hergestellter Antigene der 
Firma Microgen im Elispot, durchgeführt. Hier konnte das Oberflächenprotein VlsE 
als geeignetes Antigen detektiert werden. Kleinere Bestandteile dieses Antigens 
sollen laborintern rekombinant hergestellt werden. Die Proteinherstellung kann mit 
verschiedenen Verfahren erfolgen. In dieser Arbeit werden HEK-293T-
Säugetierzellen und Sf9–Insektenzellen verwendet. Das VlsE Oberflächenantigen 





weiterführenden Tests, deren immunogenen Bereiche bestimmen zu können. Die 
selektive Auswahl eines möglichst kleinen antigenen Bereiches hat zum Ziel die 





































Absaugeinrichtung   Vaccubrand MEZC, Wertheim, Deutschland 
 
Agarosegelkammer   H. Hölzel, Dorfen, Deutschland 
 
Brutschrank Thermo Scientific Heracell 150, 
Braunschweig, Deutschland 
 
Cell Viability Analyzer Beckmann Coulter Vi-CELL XR, Krefeld, 
Deutschland 
 
ELISA-Prozessor Siemens Healthcare BEP III, Erlangen, 
Deutschland 
 
ELISA-Reader BioRad Microplatereader 680, München 
Deutschland 
 
Elispot-Reader AID, Robotic Elispot/Fluoro Spot Reader, 
Strassberg, Deutschland 
 
Fluoreszenzmikroskop Keyence Biorevo BZ9000, Neu-Isenburg, 
Deutschland 
 
Geldokumentation   BioRad GelDoc XR, München, Deutschland 
 
Lichtmikroskop Leica Mikrosystems DM750, Wetzlar, 
Deutschland  
 







Netzgeräte BioRad PowerPac basic, München, 
Deutschland 
BioRad PowerPac 200, München, 
Deutschland 
 
Orbital Shaker    Grant bio PTR-30, Cambridgeshire, UK 
 
Pipetten Gilson Pipetman (2 µl – 1000 µl), Middleton, 
USA 
Integra Biosciences Pipetboy acu, Konstanz, 
Deutschland 
 
Plattenmikroskop Hund Wetzlar Wiloverts, Wetzlar, 
Deutschland 
 
Plattformschüttler Heidolph Promax 2020, Schwabach, 
Deutschland 
 
Schüttler Vortex Genie2, Bender & Hobein, Zürich, 
Schweiz 
 
Spektrometer NanoDrop ND-1000, Peqlab, Erlangen, 
Deutschland 
 
Sterilbank BDK UVF 6.12S, Sonnenbühl-Genkingen, 
Deutschland 
 
Thermocycler  PTC 200, MJ Research, St. Bruno, Kanada 
Veriti Thermal Cycler, Applied Biosystems,  
Thermo Fischer Scientific, Braunschweig, 
Deutschland 
 






Ultraschallsonifizierer   Sonifier 450, Branson, Danbury, USA 
 
Wägeapparatur    Sartorius BP3100P, Göttingen, Deutschland 
 
Wasserbad    GFL 1003, Burgwedel, Deutschland 
 
Zählkammer Neubauer (Tiefe: 0,100mm; Fläche 
0,0025mm²) 
 
Zentrifugen Heraeus Multifuge 3 S-R, Hanau, 
Deutschland 
Hettich Rotixa 50RS, Tuttlingen, 
Deutschland 
Uniequipe Microliterzentrifuge, Planegg, 
Deutschland 




96 Well MultiScreen PVDF-Platten MerckMillipore, Darmstadt, Deutschland 
 
96-well maxisorb Elisa Platten  Nunc, SigmaAldrich, München, Deutschland 
 
Blutentnahmeröhrchen  S-Monovette, 7,5ml LH, Sarstedt, 
Nümbrecht, Deutschland 
 S-Monovette, 7,5ml Z, Sarstedt, Nümbrecht 
Deutschland 
 
Cryotubes  CryoTube Vials, Thermo Scientific, 
Braunschweig, Deutschland 
 






Leucosep-Röhrchen  Greiner bio-one, Frickenhausen, 
Deutschland 
 
Nitrozellulosemembran   Serva, 71224, Heidelberg, Deutschland 
 
PCR Soft Tubes 0,2 ml  Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 
 
Pipettenspitzen (10/20/200/1000µl) Peqlab safeguard, VWR, Erlangen, 
Deutschland 
 
Polystyrenröhrchen 5ml   Corning, Falcon, Tewksbury, USA 
 
Reaktionsgefäße 1,5ml   Greiner bio-one, Frickenhausen Deutschland 
 
Rotilabo Spritzenfilter 0,45µm  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
 
Serologische Pipetten (2/5/10/25ml) Greiner bio-one Cellstar, Frickenhausen 
Deutschland 
 
Tubes 15ml konisch   BD, Falcon, Heidelberg, Deutschland 
 
Tubes 15ml konisch  Greiner bio-one, Cellstar Tubes, 
Frickenhausen, Deutschland 
 
Tubes 50ml konisch   BD, Falcon, Heidelberg, Deutschland 
Tubes 50ml konisch  Greiner bio-one, Cellstar Tubes, 
Frickenhausen, Deutschland 
 
Zellkulturflaschen 75cm²  Corning, Falcon, Tewksbury, USA 
 
Zellkulturflaschen 175cm2  Corning, Falcon, Tewksbury, USA 
 










Acrylamidmix 4K  30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid, PanReac 
AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
 
AgNO3 Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
 
Anti-Flag-Affinity-Agarose Biotool, Absource Diagnostics, Deutschland 
 
APS Ammoniumperoxodisulfat, Honeywell, Riedel de 
Haien, Seelze, Deutschland 
 
BSK-H-Medium Sigma-Aldrich, München Deutschland 
 
CaCl2 Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
DMSO Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
 
Essigsäure Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
 
Ethanol Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
 
Fetales Kälberserum (FCS) Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
Ficoll-Paque Plus GE Healthcare, München, Deutschland 
 
Formaldehyd 37% Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
 






Glycin Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
Glycerol Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
HCl Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
 
Isopropanol Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
 
Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
Na2CO3 Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
 
NaCl Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
 
Penicillin/Streptomycin PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland 
 
Phosphatpuffer Dulbecco Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
PMA Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
Ionomycin Sigma Aldrich, München, Deutschland 
 
Proteinmarker V7709 Prestained Proteinmarker, New England 
Biolabs, Frankfurt, Deutschland 
 
Reinstwasser: Academic, MilliQ Reinstwasseranlage 
 
SDS Natriumdodecylsulfat, Merck, Darmstadt, 
Deutschland 
 
TEMED N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine: Sigma 






TRIS Tris[hydroxymethyl]aminomethane, Affymetrix, 
Santa Clara, USA 
 
Tween 20 AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
 
Wasser (Molekularbiologie) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
 
2.4 Nährmedien für die Zellkultur 
 
AIM-V-Medium   Gibco, LifeTechnologies, Darmstadt, Deutschland 
 
DMEM    Gibco, LifeTechnologies, Darmstadt, Deutschland 
 
RPMI 1640   Gibco LifeTechnologies, Darmstadt, Deutschland 
 
TC100    Gibco LifeTechnologies, Darmstadt, Deutschland 
 
 
2.5 Puffer und Lösungen für Proteinbiochemische Methoden  
 
5xProbenpuffer für SDS-Gel-Elektrophorese: 0,4g Tris 
0,5g SDS 
2,5ml β-Mercaptoethanol 
1ml 25mM EDTA 
3ml Glycerin 87% 
Spatelspitze Bromthymolblau  
Mit HCl 25% auf pH 6,8 titrieren,  
H2O ad 10ml 
 
Blocking Puffer:    5% Magermilch in TBS 
 
Blotting Puffer:     25 mM Tris /pH 7,5 





20% Methanol (techn.) 
 
PBS-Puffer (1l):    8,0 g Natriumchlorid 
0,2 g Kaliumchlorid 
1,42 g Dinatriumhydrogenphosphat 
0,27 g Kaliumdihydrogenphosphat 
 
SDS-Laufpuffer: 25mM Tris, 0192 M Glycin, 
0,1%SDS 
 
TBS Puffer:     20mM Tris/pH 7,5 
0,5 M NaCl 
 
TTBS Puffer:     20mM Tris/pH 7,5 
0,5 M NaCl 
0,05% Tween 20 
 
TPBS-Puffer:     PBS; 0,5% Tween 
 
Färbelösung Coomassie-Kang: 0,02% CBB-G250 (B-0770, CAS-Nr. 
6104-58-1, Sigma Aldrich, München, 
Deutschland) 
5% Aluminiumsulfat-(14-18)-Hydrat 
(227617, CAS-Nr. 7784-31-8, Sigma 
Aldrich, München, Deutschland) 
 
Entfärber Coomassie-Kang: 10%EtOH (96%), Merck Millipore, 
Darmstadt, Deutschland 








2.6 Puffer und Lösungen für molekularbiologische Methoden 
 
1kB-DNA-Ladder N3232S New England Biolabs, 
Frankfurt, Deutschland 
 




2xHBS-Puffer:     für 500ml 
      8,2g NaCl 
      0,13gNa2HPO4 · 2H2O 
      5,95g HEPES 
      pH 7,13 
 
Agarose 11404, Serva, Heidelberg, 
Deutschland 
 
DNA-Probenpuffer 0,25% [w/v] Orange G, Sigma 
Aldrich, Deutschland 
40% [w/v] Saccharose, Sigma 
Aldrich, Deutschland 
gelöst in 6x TAE-Puffer 
 
Ethidiumbromid 46047, Sigma Aldrich, München. 
Deutschland 
 
LB-Medium  Hefextrakt 5g/l 
  Trypton 10g/l 
 
LB/Ampicillin-Agar  analog LB-Medium  
  Agar 15g/l 






Ligationspuffer T4 DNA-Ligase Buffer, B69, Life 
Technologies, Deutschland 
 
Restriktionspuffer TANGO (10x), BY5, 
LifeTechnologies, Deutschland 
 
S.O.C-Medium Sigma Aldrich, München, 
Deutschland 
 
TFBI (pH 5,8)     30mM KAc 
      100mM RbCl 
      50mM MnCl2 
      10mMCaCl2 
      15% Glycerin (v/v) 
      pH mit 25%iger Essigsäure titrieren 
 
TFBII (pH 6,5)     10mM MOPS 
      75mM CaCl2 
      10mM RbCl 
      15% Glycerin (v/v) 
      pH mit NaOH titrieren 
 
TAE-Puffer     40nM TRIS 
      20mM Essigsäure 
      1mM EDTA 
 
Wasser für die Molekularbiologie Aqua, Braun, Melsungen, 
Deutschland 
2.7 Plasmide, Bakterienstämme: 
Klonierungsvektoren pMA-T, Life Technologies, 
Darmstadt, Deutschland 






pMK-RX-Bb, Life Technologies, 
Darmstadt, Deutschland 
pFastBac1, Life Technologies, 
Darmstadt, Deutschland 
 
Expressionsvektor pCR.3, Invitrogen, Darmstadt, 
Deutschland 
 
Bakterienstämme E. coli DH5α, hauseigener Stamm E. 






Xhol ER 0691, Thermo Scientific, 
Braunschweig, Deutschland 
 
Xbal ER 00685, Thermo Scientific, 
Braunschweig, Deutschland 
 








Taq-Polymerase AmpliTaq Gold DNA-Polymerase, 









Name des Primers Sequenz 
BacVlse1 Forward 5´- TTATGAATTCACCATGATCACCAACAGCCGG-3´ 
bacVlse1 Reverse 5´- TTATTCTAGATTATCACTTATCGTCGTCG-3´ 
bacVlse2 Forward 5´-TTATGAATTCACCATGGAAGGCGTGAAGTTCGCC-3´ 
bacVlse2 Reverse 5´- TTATTCTAGATTATCACTTATCGTCGTCG-3 
bacVlse3 Forward 5´-TTATGAATTCACCATGGACACCTTCTTCAAGAGCGA-3´ 
bacVlse3 Reverse 5´-TTATTCTAGATTATCACTTGTCGTCGTC-3´ 
bacVlse4 Forward 5´-TTATGAATTCACCATGGTGTCCATCGTGGATGCC-3´ 
bacVlse4 Reverse 5´-TTATTCTAGATTATCACTTGTCGTCGTC-3´ 
pUC/M13 Forward 5´-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3´ 
pUC/M13 Reverse 5´-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3´ 
 
Bezug der Oligonukleotide: Thermo Scientific, Braunschweig, 
Deutschland 
 
2.10 Antikörper, Konjugate: 
 
Anti-Flag-Antikörper: Monoclonal ANTI-FLAG M2, Clone 
M2, CatNr F3165, Sigma Aldrich, 






Anti-Mouse-HRP Polyclonal Rabbit Anti-Mouse 
Immunoglobulins/HRP  
Code-Nr. P 0260, Dako, Hamburg, 
Deutschland 
 
Anti-Mouse IgG Biotin Goat Anti-Mouse IgG-Biotin, Code 
3825-6-25, Mabtech, Nacka Strand, 
Schweden 
 
Streptavidin- ALP  Code 3310-8,Mabtech, Nacka Strand, 
Schweden 
 
Anti-human INf-γ Anti human INF-γ mAB 1D1K  
Code: 3420-3-250, Mabtech, Nacka 
Strand, Schweden 
 
Anti-human INf-γ Biotin Anti human INF-γ mAB 7-B6-1 
BiotinCode: 3420-6-250, Mabtech, 
Nacka Strand, Schweden 
 





ALP-Substrat-Färbelösung: 1-Step NBT/BCIP Prod# 34042 
Thermo Scientific, Braunschweig, 
Deutschland 
 
HRP Substrat WB: recomBlot, TMB-Substrat, Mikrogen, 
Neuried, Deutschland 
 







Bereitgestellt von der Firma Mikrogen, Neuried, Deutschland: 
Antigen Charge Konzentration 
B. spielmanii 
p18 pSig 
4912 4,25 mg/ml 
B. afzelii 
OspA pKo 
5112 0,48 mg/ml 
B. burgdorferi s.s. 
OspC B31 
3912 3,58 mg/ml 
B. garinii 
OspC 20047S 
4412 1,60 mg/ml 
B. afzelii 
OspC pKo 
4012 4,68 mg/ml 
B. burgdorferi s.s. 
p18 pKa 
4912 4,20 mg/ml 
B. bavariensis, garinii 
p18 pBi 
4912 3,65 mg/ml 
B. afzelii 
p18 pKo 
4312 4,35 mg/ml 
B. garinii 
p18 20047 
4912 4,60 mg/ml 
B. bavariensis, garinii, afzelii 
Vlse pBi pKo 
4512 1,15 mg/ml 
B. afzelii 
p100 pKo 
5112 1,74 mg/ml 
 
2.13 Kommerziell erhältliche Kits 
 
Borrelia burgdorferi ELISA Enzygnost, Lyme link VlsE/IgG, 
Siemens Healthcare, Erlangen, 
Deutschland 





Siemens Healthcare, Erlangen, 
Deutschland 
 
Borrelia burgdorferi Westernblot recomLine Borrelia IgG/IgM, Mikrogen, 
Neuried, Deutschland 
 
Plasmidreinigung Qiaprep Spin Miniprep, Quiagen, 
Hilden, Deutschland 
 
DNA-Gel-Extraktion Quiaquick Gel Extraction Kit, Quiagen, 
Hilden, Deutschland 
 
Transfektionskit Effectene Transfection Reagent, 
Quiagen, Hilden, Deutschland 
2.14 Zelllinien 
2.14.1 HEK293T-Zellen (Human embryonic kindney)  
Diese adhärent wachsende Zelllinie ist ein Transformationsprodukt aus 
menschlichen Nierenzellen mit Adenovirus-5-DNA. Sie enthalten das SV40 large T-
Antigen, welches die DNA-Replikation von episomalen Plasmiden mit einem „SV40 
origin of replication“ ermöglicht. Dies macht diese Zelllinie besonders geeignet für 
eine Transfektion mit nachfolgender Proteinexpression. 
Die Zellen werden als Aliquot, in FCS und 10% DMSO mit einer Zellzahl von 5 x 
106/ml, in flüssigen Stickstoff aufbewahrt. 
 
2.14.2 Sf9-Insektenzellen 
Sf9 ist eine immortalisierte, adhärent oder in Suspension wachsende Zelllinie, aus 
Ovarialzellen der Nachtfalterart Spodoptera frugiperda. Die Sf9-Zellen sind sehr 
robust und relativ unempfindlich gegen Scherstress. Sie wachsen gut in serumfreien 
Medium, deshalb eignen sie sich gut zur rekombinanten Herstellung von Proteinen. 
Die Zellen werden als Aliquot, in FCS und 10% DMSO mit einer Zellzahl von 5 x 






2.15 Software und Datenbanken 
 




Daten- und Bildbearbeitung:   Adobe Photoshop 
      Microsoft Office 
      IBM SPSS Statistiksoftware 
 
Online-Software:    Protein Calculator v3.4 
      http://protcalc.sourceforge.net/ 
 
Primerdesign:     Primer3 




Nach Genehmigung der Untersuchung durch die Ethikkommission der Universität 
Regensburg wurden 52 gesunde Probanden in die, im Vorfeld durchgeführte, Studie 
eingeschlossen. Bei den Probanden handelt es sich um männliche und weibliche 
Mitarbeiter des Institutes für Mikrobiologie und Hygiene. Der Altersdurchschnitt 
beträgt 39 Jahre.  
 
3.2 Einschlusskriterien 
- Mindestalter von 18 Jahren 









- Fehlende schriftliche Einwilligungserklärung des Teilnehmers oder seines 
rechtlichen Vertreters 
- HIV-Positivität 
- Akute oder chronische Hepatitis 
- Proband leidet unter einer unkontrollierten Infektion oder einer anderen 
instabilen Begleiterkrankung 
- Beim Probanden liegt eine Form von Drogenmissbrauch oder eine andere 
schwerwiegende psychische Störung vor, die dem Informationsaustausch 
zwischen Prüfer und Proband beeinträchtigen könnte 
 
3.4 Probengewinnung 
Die Blutentnahme wurde unter standardisierten Bedingungen, im Impfraum des 
Institutes für Mikrobiologie und Hygiene Regensburg, durchgeführt. Dies ermöglichte 
eine zeitnahe Weiterverarbeitung der Proben. Es wurden 2 x 7,5 ml venöses Blut in 
Lithium-Heparin-Röhrchen und 1 x 7,5 ml Serumröhrchen mittels Sarstedt s-
Monovette-System entnommen. 
Die Abnahme erfolgte am Tag 0 und am Tag 48±14. 
 
3.5 Probenaufarbeitung 
3.5.1 Gewinnung von PBMC nach Leucosep-Methode 
Zur Vorbereitung der Leucosep-Röhrchen wurden je 3 ml Ficoll-Paque Plus auf die 
enthaltene Fritte gegeben und 1 Minute bei 350 RCF (g) und Raumtemperatur (18 -
25°C) zentrifugiert. 
Die LiH-Röhrchen wurden für die Plasmagewinnung zunächst für 10 Minuten bei 100 
g und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Abnahme des Plasmas wurde mit AIM-V 
Medium wieder auf ein Volumen von 8 ml aufgefüllt und homogenisiert. Das so 






Abbildung 3.1: Leucosep-Röhrchen vor Zentrifugation (Fa. Oxford Immunotec) 
 
Es folgte eine Zentrifugation bei 1000 RCM (g) für 10 Minuten bei Raumtemperatur 
und ohne Bremse. Die PBMC´s finden sich nach der Zentrifugation als wolkige 
Schicht auf dem Ficoll. 
 
  







Die Zellen nahm man vorsichtig ab und pipettierte sie in ein 50 ml 
Spitzbodenzentrifugationsröhrchen (Falcon). Mit RPMI-1640-Medium wurde auf 20 
ml aufgefüllt und bei 600 RCF (g) und Raumtemperatur, für 7 Minuten mit Bremse 
zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen, das Zellpellet mit 1 ml 
RPMI-1640-Medium resuspendiert und nochmals mit RPMI-1640-Medium auf ein 
Volumen von 10 ml aufgefüllt. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei 350 RCF (g) 
und Raumtemperatur für 7 Minuten. Nach vorsichtigem Abgießen des Überstandes, 
konnte das Zellpellet mit 1 ml AIM-V-Kulturmedium resuspendiert werden.  
Anschließend wurde die Zellzahl mittels Cell Viability Analyzer (Vi-CELL XR) 
bestimmt. Es erfolgte hierzu eine Verdünnung von 1:20. Zu 570 µl AIM-V-Medium 
wurden 30 µl der Zellsuspension gegeben. Für den Einsatz im Elispot ist eine 
Zellzahl von 200000/100 µl bzw. Well nötig. Dementsprechend wurde die 
Suspension anschließend verdünnt. 
 
3.6 Serologische Untersuchungen 
3.6.1 ELISA IgM/IgG 
Die Serumproben wurden der Routinediagnostik des Institutes übergeben. Dort 
erfolgte die serologische Testung mittels Enzygnost IgG/IgM – Test und BEP III 
(Behring Elisa Prozessor III). Mit Hilfe des BEP III Systems erfolgt nach der 
Probendosierung eine automatische Testabarbeitung und Auswertung. Die 
Testplatten sind aus Einfachriegeln zusammengesetzt und mit Borrelienantigen 
beschichtet. Der Enzygnost „Lyme link VlsE/IgG“ Test arbeitet mit einem 
Antigengemisch aus dem europäischen Patientenisolat B. afzelii pKo, welches eine 
Vielzahl diagnostisch relevanter Antigene beinhaltet. Außerdem enthält es einen 
Zusatz von rekombinanten VlsE dreier humanpathogener Genospezies. (B. afzelii, B. 
garinii, B. burgdorferi s.s.). Beim Enzygnost „Borreliosis/IgM“ entspricht das 
beschichtete Antigen einem Detergenzextrakt aus dem B. afzelii pKo Patientenisolat. 
Befinden sich spezifische Antikörper im Patientenserum, binden diese an die 
Antigene in den Reaktionsvertiefungen. Nach dem Waschen wird anti-Human IgG 
bzw. IgM Antikörper hinzugegeben, welcher mit Peroxidase gekoppelt ist. Der 
Enzymanteil des Konjugats setzt die Chromogengebrauchslösung unter Bildung 
einer blauen Farbe um. Die Reaktion wird durch Zugabe der Stopplösung beendet 





der in der Probe enthaltenen Borrelia-spezifischen Antikörpern proportional und wird 
bei 450 nm gemessen. 
 
3.6.2 Westernblot IgG, IgM 
Falls die Probanden im ELISA-Test ein positives Ergebnis zeigten, wurde der 
spezifischere Westernblot als zweite Nachweismethode angeschlossen. Hierfür kam 
das gebrauchsfertige Testkit „recomLine Borrelia IgM“ und „recomLine Borrelia IgG“ 
der Firma Microgen zum Einsatz. 
Alle Reagenzien sind vor Testbeginn für mindestens 30 Minuten auf 
Raumtemperatur (18-30°C) gebracht worden. Mit einer Pinzette wurden die 
Teststreifen in die Inkubationsschalen gelegt und anschließend mit 2 ml 
Verdünnungspuffer überschichtet. Für den IgG-Nachweis pipettierte man dem Puffer 
20 µl, für den IgM-Nachweis 40 µl des Patientenserums zu. Unter vorsichtigem 
Schütteln wurde die Serumverdünnung (IgG 1:100; IgM 1:50) gemischt, mit einem 
Kunststoffdeckel abgedeckt und für eine Stunde unter leichten Schwenken bei 
Raumtemperatur inkubiert. Zum Waschen wurde der Überstand abgenommen, 2 ml 
gebrauchsfertiger Waschpuffer A in jede Inkubationswanne pipettiert und für 5 
Minuten unter Schwenken gewaschen. Dieser Vorgang wiederholte sich insgesamt 
drei Mal. Nach dem Waschen wurden jeweils 2 ml Konjugatlösung zugefügt und 
unter leichtem Schütteln, für 45 Minuten bei Raumtemperatur, inkubiert. Es folgte ein 
weiterer Waschschritt, analog wie oben beschrieben. Nach dem Waschen erfolgte 
die Zugabe von 1,5 ml Substratlösung, welche für 8 Minuten unter leichtem Schütteln 
inkubierte. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte nach Entfernung der Substratlösung 
durch kurzes Waschen mit deionisiertem Wasser. Anschließend wurden die Streifen 
lichtgeschützt für 2 Stunden auf saugfähigem Papier getrocknet und die Banden 
ausgewertet. 
 
3.7 Untersuchung mittels Elispot 
3.7.1 Prinzip der Elispottechnologie 
Der Elispot-Test (Enzyme linked Immuno Spot Test), ermöglicht den Nachweis von 
sezernierten Zytokinen oder Antikörper bestimmter Immunzellen, nachdem diese 
durch ein zugegebenes Antigen zur Sekretion angeregt wurden. Die 





fixiert und anschließend mittels eines zweiten Detektionsantikörpers, welcher 
enzymgekoppelt ist, nachgewiesen. In dieser Arbeit werden Interferon-γ 
produzierende T-Zellen nachgewiesen, welche auf bestimmte Borrelienantigene 
reagieren. 
 
3.7.2 Humaner T-Zell-Elispot mit Borrelienantigen 
Das Elispot-Verfahren wurde in zwei verschiedenen Settings angewandt. Im ersten 
Setting, als Vergleichsmessung mit der konventionellen Serologie. Beim zweiten 
Experiment galt es, innerhalb der Elispottechnologie mit VlsE-Vollantigen und 
rekombinant hergestellten Teilantigenen, Vergleichsmessungen durchzuführen. Im 
Folgenden wird der Ablauf eines Elispots beschrieben, wobei die Art des 
zugegebenen Antigens immer vom jeweiligen Setting abhängig ist. 
In die Kavitäten einer 96 Well Multiscreen PVDF-Platte, werden 15 µl Ethanol 35% 
pipettiert, um die hydrophoben Eigenschaften der Platte zu reduzieren. Im Anschluss 
wurde 2 x mit 200µl PBS (Sigma) gewaschen. Die Platte wurde mit 1:200 in PBS 
(Sigma) verdünnten anti-human-Interferon-γ-mAB über Nacht bei 4°C „gecoatet“. 
Nach dem „Coaten“ folgte sieben maliges Waschen mit 200 µl PBS (Sigma). Die 
unspezifischen Bindestellen werden anschließend, durch Zugabe von 200 µl von 
RPMI-Medium für 2 Stunden bei Raumtemperatur, geblockt. Es folgt erneut 7 x 
Waschen mit 200 µl PBS (Sigma).  
Der Antigeneinsatz weicht nun je nach Setting ab: 
Für die Vergleichsmessung zwischen Serologie und Elispotverfahren, wurden 
folgende Antigene eingesetzt (jeweils in einer Konzentration von 2µg/100µl): 
 
p18 pSig OspC 20047S VlsE pBi pKo p18 pBi 
OspA pKo OspC pKo p18 pKo p100 pKo 
OspC B31 p18 pKa p18 20047 Borrelienlysat 
 
Für die Vergleichsmessungen innerhalb der Elispot-Technologie wurden diese 






VlsE pBi pKo VlsE1 VlsE2 VlsE3 VlsE4 
 
Als Positivkontrolle fungierten 2 µl PMA (10ng/ml) und Ionomycin (500 ng/ml) im 
Verhältnis 1:1 auf 200 µl AIMV-Medium. Für die Negativkontrolle wurde AIMV 
Medium verwendet. Den vorgelegten Antigenen werden nun 20 µl der präparierten 
PBMC`s zu einer Endkonzentration von 2 x 105 Zellen/Well hinzugefügt. Die 
Inkubation erfolgt bei 37°C und 5% CO2 für 16 – 20 Stunden. Nach dieser Inkubation 
wird der Zell-Antigen Ansatz abgesaugt und die Platte 7 x mit 200 µl PBS 
gewaschen. 
Spotentwicklung: 
Nach dem Waschen werden je 100 µl des biotinylierten anti-human-Interferon-γ mAB 
in der Verdünnung 1:1000 in PBS zugegeben und für zwei Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Es folgt ein weiterer Waschvorgang mit 7 x 200 µl PBS 
und im Anschluss die Zugabe von 1:1000 in PBS verdünnten Strep-AP-Konjugat, 
welches eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen 
wurden 100 µl Substratlösung Step-one hinzugefügt und ca. acht Minuten im 
Dunkeln entwickelt. Die Reaktion wird im Anschluss durch dreimaliges Waschen mit 
deionisierten Wasser abgestoppt, die Platte abgeklopft und über Nacht bei 
Raumtemperatur getrocknet. 
Die Auswertung der Spots erfolgt mit dem AID Elispot Reader System. 
 
3.8 Herstellung der Vektoren zur Expression in Säugetierzellen 
3.8.1 Zielsequenzen 
Eine institutsinterne Studie zeigte, dass unter den bereitgestellten Antigenen der 
Firma Mikrogen, das rekombinant hergestellte VlsE-pBi-pKo-Antigen die beste 
Immunantwort auf T-Zell-Ebene hervorrief. Das firmeneigene Protein besteht aus 
den VlsE-Sequenzen von B. bavariensis und B. afzelii. 
Um eine Feinkartierung der T-Zell-Antwort für VlsE vorzunehmen, wurden die 











        1 mkkissaifi vaflaligck nnvggddkkd taasifyqsi inlgngfiev fnafsglvad 
       61 afskadpkks dvktyfdsit ktlkdtktkl ediskektgg ektpavegia evvktvgewl 
      121 dglikaaegg gkaadgggsd kignvaaggg agadkesvng iagaikgive aakkvegvkf 
      181 apkaaadaaa adgnkkagkl fgtaagadag dvkdaaaavg avsgeqilna ivtaagqagq 




        1 mqaaddeana aagklfagna naavgdiaka asavtavsge qilkaivdaa gdqdqagaaa 
       61 gaatnpiaaa igdagqgaaf gedmkksdki aaaivlrgva kdgkfavana nandskasvk 
      121 savdevskwl eemikaatea atkgggndki gdvgaanaga kadkdsvngi akgikgivaa 
      181 agkafgkegn alkdvkeaad geanadagkl fagnanaavg digkaagavs avsgeqilka 
      241 ivdaagdknq egaaagaatn pieaaigdag agatgfanag mkksdniaaa ivlrgvakdg 
      301 kfaaandnka svksavesav devsawlkem itaageaatk ggtggdekig dsaannagka 
      361 dessvkgiak gikgivaaag kalgekgalk dvkeeaaagd dnkdagklfa gqngngaadv 
      421 agaiakaaga vsavsgeqil kaiveaagda anqegaaaaq atnpiaglrl gllmimgrrl 
      481 rmi 
 
 
Die beiden Sequenzen wurden, mit jeweils überlappenden Enden, in vier Teile 
unterteilt und eine Flag-tag-Sequenz (DYKDDDDK) hinzugefügt. Die Teilsequenzen 
werden nachfolgend als VlsE1 - VlsE4 bezeichnet. 
 
Die genauen DNA- und Aminosäuresequenzen der einzelnen VlsE-Varianten 
befinden sich im Anhang. Es erfolgten geringfügige Modifikationen der oben 
genannten veröffentlichten Sequenzen. 
 
3.8.2 Klonierungsvektoren 
Durch die Firma GeneArt/Invitrogen wurden die DNA-Sequenzen mit synthetischen 
Oligonukleotiden und/oder PCR-Produkte hergestellt und anschließend in 











Plasmid-DNA mit VlsE1-Fragment: 
Das synthetisch hergestellte VlsE1-Fragment wurde mit Hilfe des Restriktionsenzyms 
SfiI in einen pMA-T-Vektor eingefügt und über den kompetenten E. coli Stamm K12 
(dam+ dcm+ tonA) kloniert. Die Sequenzierung der gereinigten Insertions-DNA ergab 
100% Übereinstimmung mit der Zielsequenz. 5 µg der Plasmidpräparation wurden 
lyophilisiert und unserem Labor zugesandt. 
 
Abbildung 3.3: Vektorkarte des pMA-T-Plasmids mit VlsE1-Fragment 
 
Plasmid-DNA mit VlsE2-Fragment: 
Das synthetisch hergestellte VlsE2-Fragment wurde mit Hilfe des 
Restriktionsenzymen Kpnl und Sacl, in einen pMA-Vektor eingefügt und über den 
kompetenten E. coli Stamm K12 (dam+ dcm+ tonA) kloniert. Die Sequenzierung der 
gereinigten Insertions-DNA ergab 100% Übereinstimmung mit der Zielsequenz. 5 µg 






Abbildung 3.4: Vektorkarte des pMA-Plasmids mit VlsE2-Fragment 
 
Plasmid-DNA mit VlsE3-Fragment: 
Das synthetisch hergestellte VlsE3-Fragment wurde mit Hilfe des 
Restriktionsenzymes SfiI in einen pMA-T-Vektor eingefügt und über den 
kompetenten E. coli Stamm K12 (dam+ dcm+ tonA) kloniert. Die Sequenzierung der 
gereinigten Insertions-DNA ergab 100% Übereinstimmung mit der Zielsequenz. 5 µg 
der Plasmidpräparation wurden lyophilisiert und unserem Labor zugesandt. 
 
Abbildung 3.5: Vektorkarte des pMA-T-Plasmids mit VlsE3-Fragment 
 
Plasmid-DNA mit VlsE4-Fragment: 
Das synthetisch hergestellte Vlse4-Fragment wurde mit Hilfe des Restriktionsenzyms 
SfiI in einen pMK-RQ-Bb-Vektor eingefügt und über den kompetenten E. coli Stamm 
K12 (dam+ dcm+ tonA rec) kloniert. Die Sequenzierung der gereinigten Insertions-
DNA ergab 100% Übereinstimmung mit der Zielsequenz. 5 µg der 






Abbildung 3.6: Vektorkarte des pMK-RQ-Bb-Plasmids mit VlsE3-Fragment 
 
3.8.3 Plasmidverdau: 
Für eine starke Proteinexpression in Säugetierzellen ist die Einbringung der 
Zielsequenzen in einen Vektor mit CMV-Promotor nötig. Hierfür wurden die VlsE-
Fragmente aus den Klonierungsvektoren ausgeschnitten und in den 
Expressionsvektor pCR3 eingefügt. 
 
Folgender Ansatz wurde für den Verdau der Klonierungsplasmide pipettiert: 
 
Komponente Volumen 
10x Buffer TANGO 10 µl 
Plasmid-DNA Plasmid (0,7 µg/µl) 5 µl 
XhoI 2,5 µl 
XbaI 2,5 µl 
H2O 30 µl 
 







10x Buffer TANGO 10 µl 
Plasmid-DNA Plasmid pCR3 (0,7 µg/µl) 7 µl 
XhoI 2,5 µl 
XbaI  2,5 µl 
H2O 28 µl 
 
Die Inkubation erfolgte jeweils 2 Stunden bei 37°C. 
 
3.8.4 Agarosegelelektrophorese 
Für die Separation der entstandenen Fragmente mit anschließender Extraktion 
wurden die gespaltenen Plasmide in 1%igen (w/v) Agarosegelen elektrophoretisch 
aufgetrennt. Hierfür wurde die entsprechende Menge Agarose in 1 x TAE-Puffer 
durch Aufkochen gelöst. Für die Anfärbung der DNA kamen 30 µl Ethidiumbromid 
pro Gel hinzu. Die flüssige Agaroselösung wurde anschließend in eine Gelapparatur 
gegossen und durch Abkühlung bei Raumtemperatur fest. 50 µl der DNA-Proben 
wurden mit je 10 µl 6 x Probenpuffer versetzt und neben einem 1 kB-Längenstandard 
auf das Gel geladen. Die Auftrennung erfolgte etwa eine Stunde bei 120 V. Die 
Dokumentation erfolgte mittels UV-Durchlichtschirm im GelDoc XR von BioRad. Die 
benötigten Gelfragmente wurden unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten 
und anschließend die DNA aus dem Gel extrahiert. 
Für die benötigten Fragmente berechneten sich folgende Bandengrößen: 
Expressionsvektor: 5024 Bb 
Fragment VlsE1:  582 Bb 
Fragment VlsE2:  567 Bb 
Fragment VlsE3:  573 Bb 






3.8.5 QIAquick Gelextraktion 
Die knapp ausgeschnittenen Banden wurden in 2 ml Eppendorf-Tubes gegeben und 
anschließend gewogen. Zu 100 mg Gelvolumen kamen je 300 µl QG-Puffer hinzu. 
Es folgte das Auflösen des Gels für 10 Minuten bei 50°C, wobei alle 2 Minuten 
gevortext wurde. Der QG-Puffer enthält einen pH-Farbindikator, da die Membran in 
den QIAquick-Säulchen stark pH- und salzabhängig ist. Die Pufferfarbe muss nach 
der Inkubation gelb sein (entspricht pH < 7,5). Anschließend wurde dem aufgelösten 
Gel-Puffergemisch, pro 100 mg Gel, 100 µl Isopropanol (100%) zugefügt, um die 
Extraktion von Fragmenten, welche größer als 4 Kb sind zu verbessern. Die 
QIAquick-Säulchen wurden in 2 ml Collection-Tubes platziert, die Proben auf die 
Säulen aufgetragen und eine Minute bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wird 
verworfen und das Säulchen zurück in das Collection-Tube gestellt. Um restliche 
Agarose zu entfernen wurde 2 x 0,5 ml QG-Puffer zugegeben und abzentrifugiert. 
Zum Waschen wurden 0,75 ml PE-Puffer einpipettiert, fünf Minuten bei RT inkubiert 
und anschließend wieder für eine Minute bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach 
Verwerfen des Durchflusses folgte abermals für ein Zentrifugationsschritt für eine 
Minute bei 13000 rpm. Die QIAquick-Säule wird nun in ein steriles, 1,5 ml Eppendorf-
Tube gestellt, zur Elution 30 µl EB-Puffer hinzugegeben und für fünf Minuten bei 
47°C inkubiert. Anschließend wurde die extrahierte DNA durch Zentrifugation (1 
Min,13000 rpm) in das sterile Eppendorf-Tube aufgefangen. 
 
3.8.6 Ligation 
Das Enzym T4-DNA-Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung 
zwischen dem 5´-Phosphat- und dem 3´-Hydroxylende der DNA. 
Die DNA-Proben wurden nach der Extraktion im Nanodrop vermessen. Für die 
Ligation wurde die zu verwendende Menge an Insert anhand folgender Formel 
berechnet, da die Insert DNA gegenüber dem Vektor im Überschuss vorliegen sollte: 
 
 
𝑉𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 [𝑛𝑔] ∗ 𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 [𝑘𝑏]
𝑉𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 [𝑘𝑏]
∗ 7(𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡): 1(𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟) = 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 [𝑛𝑔] 
 
Der Ligationsansatz beinhaltet den Vektor pCR3, das jeweilige VlsE-Insert aus der 





Quick-T4-DNA-Ligase, welche dem Ansatz zum Schluss, nach Mischen der 
restlichen Komponenten hinzu pipettiert wurde. Nach Zugabe der Ligase wurde der 
Ansatz vorsichtig gemischt, kurz anzentrifugiert und für fünf Minuten bei 25°C 
inkubiert. 
 
3.8.7 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien 
Das Prinzip der Methode besteht darin, dass die Zellmembran der Bakterien durch 
CaCl2 durchlässig gemacht wird und dadurch Plasmidvektoren aufgenommen 
werden können. Zur Herstellung werden 3 ml LB-Medium mit einer Öse Bakterien (E. 
coli DH5α) beimpft und bei 37°C und 230 rpm über Nacht inkubiert. Am nächsten 
Tag werden 300 ml neues LB-Medium mit der Vorkultur beimpft und bei 37°C und 
230 rpm bis zu einer oD600 von 0,5 kultiviert. Die Kultur wurde anschließend bei 4000 
rpm und 4°C für zehn Minuten zentrifugiert, das Pellet mit 22 ml vorgekühltem TFBI-
Puffer resuspendiert und 15 Minuten auf Eis gekühlt. Nach einem weiteren 
Zentrifugationsschritt wurde das Pellet mit 5,4 ml vorgekühlten TFBII-Puffer 
resuspendiert und weitere zehn Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend konnte die 




Für die Transformation wurden die hergestellten chemisch kompetenten DH5α-
Bakterien auf Eis aufgetaut. Zu je 100 µl kompetenten Zellen kamen 10 µl 
Ligationsansatz hinzu. Es folgte eine Inkubation für 30 Minuten auf Eis, mit 
anschließendem Hitzeschock für 45 Sekunden bei 42°C. Die Proben wurden für 
weitere zwei Minuten auf Eis gestellt. Der Ansatz wurde in vorbereitete 
Polypropylenröhrchen mit 900 µl LB-Medium überführt und 1,5 Stunden bei 37°C und 
225 rpm inkubiert. Anschließend konnten jeweils 100 µl auf LB/Ampicillin-Agarplatten 
pipettiert und ausplattiert werden. Die Platten wurden über Nacht bei 37°C bebrütet. 
Durch das Ampicillin-Resistenzgen, welches im transformierten Vektor vorliegt, ist es 
nur den Bakterien die DNA aufgenommen haben möglich, auf dem 






3.8.9 Plasmidpräparation mit QIAprep Spin Miniprep 
Bei dieser Methode werden die Bakterienzellen nach dem Prinzip der alkalischen 
Lyse aufgeschlossen. Die freigesetzte Plasmid-DNA bindet an das Säulenmaterial 
und kann so von der chromosomalen Bakterien-DNA und anderen Zellresten 
getrennt werden. 
Für die Plasmidpräparation wurden jeweils 4 ml LB/Amp-Flüssigmedium mit den 
transformierten Bakterien beimpft und über Nacht bei 37°C und 225 rpm kultiviert. 
Nach Abfüllung in 2 ml Eppendorf-Tubes folgt eine Zentrifugation bei 6800 x g für 3 
Minuten bei Raumtemperatur. Das Pellet wird mit 250 µl P1-Puffer resuspendiert. 
Nach vollständiger Lösung des Pellets, werden 250 µl P2-Puffer hinzugegeben und 
durch Invertieren gemischt, bis die Lösung klar wird. Nach Zugabe von 350 µl N3 
folgt weiteres Mischen durch sechsmaliges Invertieren. Die Lösung wird 
anschließend bei 13000 rpm für 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und 
der Überstand auf die QIAprep spin columns pipettiert. Nach einer Zentrifugation bei 
13000 rpm für 45 Sekunden, wird der Durchfluss verworfen, auf die Säule 500 µl PB-
Puffer pipettiert und wieder analog zentrifugiert. Nachdem auch dieser Durchfluss 
verworfen wurde, kamen 750 µl PE-Puffer hinzu und es folgte ein weiterer 
Zentrifugationsschritt. Nach Verwerfen des Durchflusses wurde die Säule 60 
Sekunden bei 13000 rpm trocken zentrifugiert und in ein neues 1,5 ml Eppendorf-
Tube gestellt. Es wurden je 50 µl EB-Puffer auf die Spin-columns pipettiert und zwei 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgt eine Zentrifugation bei 13000 rpm für 
60 Sekunden. Hierbei sammelt sich die extrahierte DNA im Eppendorf-Tube.  
 
3.9 Proteinexpression in Säugetierzellen 
3.9.1 Zellkultur eukaryotischer Zelllinien 
Alle Arbeiten mit eukaryotischen Zellen, wurden unter sterilen Bedingungen in einer 
Sicherheitswerkbank/Sterilbank durchgeführt. Es kamen nur sterile Materialien und 
Reagenzien zum Einsatz, welche für die Zellkultur als geeignet ausgezeichnet 
waren. 
Für die rekombinante Herstellung der Borrelienproteine verwendete man HEK-293T-
Zellen. Die Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS, 100µl/ml Streptomycin, 100 
Einheiten/ml Penicillin und 2 mM L-Glutamin oder in einer 1:2 Mischung von DMEM 





Komplementsystem zu inaktivieren, erhitzte man es 30 Minuten bei 56°C im 
Wasserbad. Die Zellkulturmedien wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C 
erwärmt. Je nach Bewuchs wurde entsprechend passagiert. Die Ablösung erfolgte 
mechanisch, durch Abspülen des Zelllayers mittels Pipette. Nach Vereinzelung durch 
Auf- und Abpipettieren der Zellsuspension konnten die Zellen entsprechend in neue 
Flaschen pipettiert und mit frischem DMEM bzw. DMEM/AIMV auf ca. 20 ml 
aufgefüllt werden. Die Kulturbedingungen betrugen 37°C, bei einer 5 %igen CO2-
Spannung unter Wasserdampfsättigung. 
 
3.9.2 Cryokonservierung der 293T-Zellen 
Nach mechanischem Ablösen der Zellen werden diese in der Neubauer Zählkammer 
gezählt. Die Suspension wird bei 300 g für acht Minuten zentrifugiert und das Pellet 
mit entsprechender Menge FKS 90% und DMSO 10% so aufgenommen, dass eine 
Konzentration von 5 x 106 Zellen/ml vorliegt. Davon wird je ein Milliliter in 
„CryoTubes“ überführt. Diese werden in Einfrierbehälter gestellt, welcher mit 
technischem Isopropanol befüllt ist um eine Abkühlung von 1°C pro Minute zu 
gewährleisten. Die Zellen werden zunächst 24 Stunden bei – 80°C gefroren. 
Anschließend werden sie in flüssigen Stickstoff überführt. 
 
3.9.3 Auftauen der 293T-Zellen 
Das Gefäß mit den Zellen wird zügig im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und die 
Zellsuspension anschließend in 20 ml vorgewärmten DMEM überführt. Nach 
vorsichtigem Schwenken wird durch Zentrifugation für acht Minuten bei 300 g 




Um die Vektoren mit der DNA-Sequenz der rekombinant herzustellenden Proteine in 
eukaryotische Zellen einzuschleusen, nutzt man deren Fähigkeit 
Calciumphosphatkristalle zu phagozytieren. Die zu übertragende DNA präzipitiert 






Für die Transfektion der 293T-Zellen wurden diese für jedes Zielprotein in je eine 10 
cm Gewebekulturschale ausgesät und über Nacht kultiviert. Pro Schale wurden 1,8 x 
106 Zellen eingebracht. Am nächsten Tag erfolgte 30 Minuten vor Transfektion ein 
Mediumwechsel mit 10 ml DMEM (10% FCS, 100Einheiten/ml Penicillin, 100µg/ml 
Streptomycin, 2mM L-Glutamin) bzw. DMEM/AIMV. 
Der Transfektionsansatz wurde ebenfalls unter der Sterilbank hergestellt. Hierbei 
werden zunächst je 500 µl 2x-HBS-Konzentrat (Hepes buffered saline) in 
Kurzröhrchen vorgelegt. In 1,5 ml Reaktionsgefäßen wurden jeweils 15 µg DNA und 
62 µl einer 2M CaCl2-Lösung einpipettiert und mit sterilem Reinstwasser auf 500 µl 
aufgefüllt. Die hergestellte DNA-Lösung wurde tropfenweise unter halbmaximalem 
Schütteln auf dem Vortex zu den 500 µl vorgelegten 2xHBS zugegeben und 1,5 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Pro Schale wurde anschließend je 1 ml des 
Transfektionsansatzes, langsam unter achtförmiger Bewegung der Kulturschale, 
pipettiert. Nach 14 – 15 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO2 erfolgt ein 
Mediumwechsel mit DMEM (1% FCS, 100Einheiten/ml Penicillin, 100µg/ml 
Streptomycin, 2mM L-Glutamin) bzw. AIMV, um die Transfektion abzustoppen. Die 
Zellen wurden drei Tage kultiviert und der Überstand abgenommen, aliquotiert und 
den weiteren Analysen wie SDS-Gelelektrophorese und Westernblot bzw. der 
Proteinreinigung zugeführt. Überstand, welcher nicht sofort benötigt wurde, wurde 
bei - 20°C eingefroren. 
 
3.10 Proteinexpression durch Insektenzellen 
Für die Expression der VlsE-Fragmente in Insektenzellen wurde das „Bac-to-bac-
Expressionssystem“ der Firma LifeTechnologies verwendet. Um die VlsE-Fragmente 
aus den pCR.3-Vektoren auszuschneiden und sie anschließend in den pFastBac1-
Vektor einfügen zu können war es nötig, mittels PCR eine geeignete Schnittstelle für 
das Restriktionsenzym EcoRI einzufügen. 
 
3.10.1 Auswahl der Primer 
Um die Schnittstelle an der richtigen Position einzufügen wurden Primer ausgewählt, 
welche in 5´-Richtung einen Überhang mit der entsprechenden Erkennungssequenz 
für EcoRI tragen. Da im pCR.3-Vektor eine Schnittstelle für das Enzym XbaI 





Primerdesign erfolgte mit dem Webtool „Primer3“. Die Oligonukleotide wurden durch 
die Firma Thermo Fischer Scientific hergestellt und als bacVlsE1 bis bacVlsE4 
forward/backward benannt. 
 
3.10.2 Durchführung der PCR und Einfügen der Schnittstelle für EcoRI 
Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion werden definierte Nukleinsäuresequenzen 
exponentiell vermehrt. Die Methode macht es möglich, gezielt bestimmte DNA-
Vorlagen zu vermehren und durch die besondere Auswahl der Primer, Schnittstellen 
für Restriktionsenzyme einzufügen. Die Methode wurde für die Präparation 
ligierbarer DNA-Sequenzen verwendet. 
Die Primer wurden laut Angabe auf 100 µM verdünnt. Als Template fungierte der 
pCR.3-Vektor mit der jeweiligen VlsE-Zielfrequenz. 
Der Mastermix stellt sich folgendermaßen zusammen: 
 
Komponente Volumen 
10x Puffer 5 µl 
MgCl2 (25mM) 2 µl 
dNTP (100 mM ) 0,5 µl 
H2O 36,25 µl 
Taq-Polymerase (5U/µl) 0,25 µl 
Primer 1 2,5 µl 
Primer 2 2,5 µl 
Template (100 ng/µl) 1 µl 
 
Im Thermocycler wurde folgendes Programm verwendet: 
Initialer Denaturierungsschritt: 95 °C, 5 Minuten 
Denaturierung:    95 °C, 30 Sekunden 
Primer-Hybridisierung:   62°C, 30 Sekunden 
Elongation:    72°C, 50 Sekunden 





Dauerkühlung:    4 °C 
 
3.10.3 DNA-Extraktion aus Agarosegel 
Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel (2%) aufgetrennt. Die Darstellung 
erfolgte mit Ethidiumbromid. Das Verfahren der Auftrennung, Darstellung und 
Extraktion der DNA aus dem Agarosegel mittels QIAquick Gel Extraktionskit wurden 
oben bereits beschrieben. 
 
3.10.4 Einfügen der VlsE-Sequenzen in den pFastBac-Vektor 
Für die anschließende Klonierung der VlsE-Sequenzen in den pFastBac-Vektor, 
wurden die PCR-Produkte sowie der Vektor mit den Extraktionsenzymen EcoRI und 
XbaI verdaut. 
Der Ansatz wurde folgendermaßen pipettiert und für zwei Stunden bei 37°C inkubiert: 
 
Komponente Volumen 
10x Tango 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 
pFastBacT 
(1,285 µg/ml) 
5 µl     
PCR-Produkt VlsE1 
 
 25 µl    
PCR-Produkt VlsE2 
 
  27 µl   
PCR-Produkt VlsE3 
 
   27 µl  
PCR-Produkt VlsE4 
 
    27 µl 
EcoRI 2,5 µl 2,5 µl 2,5 µl 2,5 µl 2,5 µl 
XbaI 2,5 µl 2,5 µl 2,5 µl 2,5 µl 2,5 µl 






Nach der Inkubation wurden die Ansätze im Agarosegel wie bereits beschrieben 
aufgetrennt, dargestellt und die DNA aus dem Gel extrahiert. Die gereinigten DNA-
Fragmente, sowie der pFastBac-Vektor konnten nun der Ligationsreaktion zugeführt 
werden. Die Durchführung erfolgte analog wie bereits beschrieben. Anschließend 
wurde die Ligationsreaktion in DH5α-Zellen transformiert und die nach Klonierung 
erhaltenen Plasmide mittels „Qiaprep Spin Miniprep“ extrahiert. Durch einen Verdau 
der erhaltenen DNA mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xbal, sowie 
anschließender Agarosegelelektrophorese konnte die Ligation nochmals geprüft 
werden. 
 
3.10.5 Transformation und Transposition 
Die kompetenten DH10Bac-Zellen werden auf Eis aufgetaut und je 100 µl in ein 15 
ml Rundbodenröhrchen pipettiert. Zu jedem Ansatz wurde 1 ng rekombinantes 
Donorplasmid hinzugefügt, vorsichtig gemischt und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. 
Anschließend erfolgte ein Hitzeschock für 45 Sekunden, bei 42°C im Wasserbad. Es 
folgte eine zweiminütige Abkühlung auf Eis, bevor jeweils 900 µl S.O.C.-Medium 
zugegeben wurden. Diese Mischung inkubierte schwenkend, für vier Stunden bei 
37°C. 100 µl verschiedener Verdünnungsstufen wurden anschließend auf Luria-Agar 
ausplattiert und 48 Stunden bei 37°C bebrütet. Die Abgrenzung der Zellen, welche 
die rekombinante Bacmid-DNA enthalten, erfolgt über eine blau-weiß Selektion. Nur 
weiße Kolonien beinhalten das gewünschte Bacmid. 
 
3.10.6 Isolation der rekombinanten Bacmid-DNA 
Es wurden weiße Kolonien selektioniert, zur Verifikation des Phänotyps nochmals auf 
Luria-Agar ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Eine weiße 
Einzelkolonie wurde in 2 ml LB-Medium mit Kanamycin, Gentamicin und Tetrazyklin 
abgeimpft und schwenkend 24 Stunden bei 37°C bebrütet. 1,5 ml der Flüssigkultur 
überführte man in ein 1,5 ml Mikrotube und zentrifugierte es bei 13000 rpm für eine 
Minute. Der Überstand wurde abgenommen, erneut 1,5 ml der Kultur zugegeben und 
nochmals zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstandes wurde jedes Pellet mit 300 
µl Lösung P1 des „Qiaprep Spin-Mini-Prep“-Kits resuspendiert. Anschließend wurde 
der Suspension 300 µl Lösung P2 hinzugegeben, gemischt und bei Raumtemperatur 





hinzu. Es wurde weitere fünf Minuten auf Eis inkubiert und daraufhin zehn Minuten 
bei 13000 rpm zentrifugiert. Den Überstand überführte man in ein vorbereitetes 
Eppendorf-Tube mit 650 µl Isopropanol und invertierte einige Male. Nach 30 Minuten 
Zentrifugation konnte der Überstand verworfen, 500 µl 70%iger Ethanol 
hinzugegeben, einige Male invertiert und zehn Minuten zentrifugiert werden. Dann 
wurde so viel Überstand wie möglich abgenommen und das Pellet getrocknet, bevor 
es in 30 µl Reinstwasser resuspendiert wurde.  
 
3.10.7 PCR zur Analyse der rekombinanten Bacmid-DNA 
Um zu prüfen, ob die Zielgene tatsächlich in der rekombinanten Bacmid-DNA 
vorhanden sind, wurde eine PCR durchgeführt. Dazu wurden pUC/M13 Vorwärts- 
und Rückwärtsprimer verwendet, welche die mini-Tn7-Attachementsite der Bacmid-
DNA flankieren in welcher das Zielgen vorliegen soll. Geprüft wurden daher 
verschiedene weiße Kolonien des DH10Bac von Luria-Agar, durch Einmischen einer 
Pipettenspitze Koloniematerial in den PCR-Mix. 
 
 
Abbildung 3.7: Nachweis des Zielgens in der rekombinanten Bacmid-DNA [115] 
 
Der PCR-Ansatz setzte sich folgendermaßen zusammen: 
Komponente 20µl Ansatz 
10x Puffer 2µl 








M13fwd (10µM) 1µl 
M13rev (10µM) 1µl 
Weiße Kolonie Pipettenspitze 
 
Im Thermocycler wurde folgendes Programm verwendet: 
Initialer Denaturierungsschritt: 95 °C, 5 Minuten 
Denaturierung:    95 °C, 45 Sekunden 
Primer-Hybridisierung:   62°C, 45 Sekunden 
Elongation:    72°C, 3,5 Minuten 
Abschließende Elongation:  72°C, 10 Minuten 
Dauerkühlung:    4 °C 
 
3.10.8 Zellkultur von Insektenzellen 
Die Insektenzellen Sf9 (Spodoptera frugiperda) wurden in Zellkulturflaschen bei 28°C 
kultiviert. Als Medium diente TC100 mit Zusatz von 10 % FKS, 1% Penicillin sowie 
Streptomycin. Zur Passage wurden die Zellen mechanisch vom Untergrund gelöst, 
durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt und mit frischem Medium in neue Flaschen 
umgesetzt. 
 
3.10.9 Kryokonservierung der Sf9-Zellen 
Zur längerfristigen Lagerung der Sf9-Zellen wurden diese bei einer Konfluenz von 
circa 80 % eingefroren. Dies erfolgte über mechanische Ablösung der Zellen von der 
Zellkulturflasche und Resuspension im Kulturmedium. Nach Zentrifugation mit 380 g 
für 10 Minuten wurden die Zellen mit FCS und 10% DMSO so aufgenommen, dass 
eine Zellzahl von 5 x 106/ml vorlag. Die Zellen wurden als 1-ml-Aliquots in Cryo-





Isopropanol gefüllten Einfrierbehältern auf - 80°C, bevor sie im Anschluss in flüssigen 
Stickstoff überführt wurden. 
 
3.10.10 Auftauen der Sf9-Zellen 
Das Gefäß mit den Zellen wird zügig im 28°C warmen Wasserbad aufgetaut und die 
Zellsuspension anschließend in 20 ml vorgewärmten TC100 Medium überführt. Nach 
vorsichtigem Schwenken wird durch Zentrifugation für acht Minuten bei 300 g 
gewaschen. Das Zellpellet wird in TC100 aufgenommen und auf die 
Zellkulturflaschen aufgeteilt. 
 
3.10.11 Transfektion der Zellen mit Bacmid DNA 
Die Transfektion der Sf9-Zellen mit Bacmid-DNA erfolgte mit dem „Effectene 
Transfektionskit“ der Firma Quiagen. Das Prinzip beruht hierbei auf einem nicht 
liposomalen Lipid. In Anwesenheit des Condensing-Enhancers und unter 
standardisierten Pufferbedingungen wird die DNA zunächst stark kondensiert. Nach 
Zugabe des Effectene-Reagenzes bildet die kondensierte DNA damit Komplexe. Im 
wässrigen Zellkulturmedium formieren sich diese Komplexe spontan zu Mizellen, 
welche anschließend durch die Lipidschicht der Zelle aufgenommen werden können. 
Für die Transfektion wurden jeweils 9 x 105 Zellen, in 1,4 ml TC100 Medium mit 
Penicillin und Streptomycin, in 35-mm-Vertiefungen ausgesät. Damit sich die Zellen 
am Untergrund anhaften können, wurde zunächst zwei Stunden bei 28°C inkubiert. 
Vorbereitung des Transfektionsgemisches mit dem Quiagen Transfektionskit: 
0,8 µg Bacmid-DNA werden in 100 µl EC-Puffer pipettiert, anschließend 6,4 µl 
Enhancer zugegeben, gemischt und fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach Zugabe von 20 µl Effectene, folgt nach gründlichem Mischen erneut eine 
Inkubation für zehn Minuten bei Raumtemperatur. Dem Ansatz werden anschließend 
600 µl TC100 hinzupipettiert und durch zweimaliges Auf- und Abziehen der Pipette 
gemischt. 
Das Transfektionsgemisch wird nun gleichmäßig unter Schwenken der Platte auf die 
Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgt für drei bis sechs Tage bei 28°C, unter 
Beobachtung der Transfektionseffizienz unter dem Plattenmikroskop. Eine 
ausreichende Transfektion zeigt sich durch Merkmale der Virusreplikation wie 






3.10.12 Virusernte und Aufbewahrung 
Der Überstand der transfizierten Zellen wurde abgenommen, fünf Minuten bei 500 g 
zentrifugiert, der neue Überstand in ein frisches Röhrchen überführt und bei 4°C 
lichtgeschützt aufbewahrt. 
 
3.10.13 Genexpression in Insektenzellen 
In 175 cm2 Zellkulturflaschen wurden 17,5 x 106 Sf9-Zellen ausgesät und zwei 
Stunden bei 28°C inkubiert, um die Anheftung der Zellen zu ermöglichen. Nach 
vorsichtigem Absaugen des Überstandes wurden 2,5 ml Baculovirussuspension mit 
7,5 ml TC100-Medium gemischt und der Zellkultur zugegeben. Bei einer Stunde 
Inkubation unter gelegentlichem Schwenken erfolgt dabei die Infektion der 
Insektenzellen mit den Baculoviren. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 15 ml 
TC100-Medium mit 10% FCS und Penicillin, sowie Streptomycin in die Flaschen 
einpipettiert. Nach 96 Stunden konnten die Überstände abgenommen, bei 500 g für 
fünf Minuten zentrifugiert und den proteinchemischen Analysen zum Nachweis 
zugeführt werden. 
 
3.11 Proteinbiochemische Methoden 
3.11.1 SDS-Gel-Elektrophorese 
Die elektrophoretische Auftrennung der hergestellten Proteine im Überstand der 
Zellen erfolgte mit der SDS-Gel-Elektrophorese. Hierzu wurden 15 %ige Trenngele 
mit den Maßen 9 cm x 8,5 cm mit einem Sammelgel von 5% gegossen. Die Gele 




30% AA, 0,8%BAA  0,33 ml 
0,625M Tris/HCl pH8,8 0,4 ml 





H2O bidest  0,87 ml 
TEMED 2 µl 
10% Ammoniumpersulfat 10 µl 
 
Trenngel 15% (geeignet für Proteine mit 3 -100 kD): 
Komponente Volumen 
30% AA, 0,8%BAA 3,0 ml 
1,88M Tris/HCl pH8,8 1,2 ml 
0,5% SDS 1,2 ml 
H2O bidest 0,6 ml 
TEMED 5 µl 
10% Ammoniumpersulfat 30 µl 
 
Von jeder Probe wurden 25 µl auf das Gel geladen und sieben µl eines 
Proteinlängenstandards (V7709 Prestained Proteinmarker, Biolabs) mitgeführt. Die 
Elektrophorese wurde mit 15 mA pro Gel im SDS Elektrodenpuffer durchgeführt und 
gestoppt, sobald die Lauffront am unteren Gelrand angelangt war. 
 
3.11.2 Westernblot 
Im Anschluss an die SDS-Gel-Elektrophorese wurde zum Nachweis der Proteine ein 
Westernblot durchgeführt. Hierfür wurde das Gel ausgespannt, mithilfe eines 
Skalpells von den Glasplatten abgelöst und ebenso, wie die Nitrocellulosemembran, 
in Blottingpuffer für 2-3 Minuten eingelegt. Der Transfer erfolgte im Semidry-Blotting-
Verfahren bei 200 mA für 40 Minuten. 
Zu Kontrolle des Nachweisverfahrens wurde ein Dotblot von Bpi-Flag (hausintern 





Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen schwenkte man die 
Nitrocellulosemembran über Nacht, bei 4°C mit 5% Magermilch in TBS. Am nächsten 
Tag erfolgte zunächst ein dreimaliges Waschen für je 15 Minuten mit TTBS. 
Anschließend wurde für zwei Stunden mit dem 1:2500 verdünnten Primärantikörper, 
welcher gegen das in den hergestellten Proteinen enthaltene Flag-Peptid gerichtet 
ist, inkubiert. Es folgte dreimaliges Waschen für 15 Minuten mit TBS, bevor der 
Sekundärantikörper (Goat-Anti-Mouse-IgG-Biotin) in einer Verdünnung von 1:1000 
für 1,5 Stunden aufgebracht wurde. Nach erneutem Waschen mit TBS wurde für eine 
Stunde mit Streptavidin-ALP in der Verdünnung 1:1000 inkubiert. Nach abermaligen 
Waschen mit TBS erfolgte die Entwicklung mit der Substratlösung 1-Step NBT/BCIP, 
bis sich der aufgetragene Dotblot als Positivkontrolle ausreichend dunkel anfärbte. 
 
3.11.3 Dotblot 
Hierbei wird auf eine vorherige elektrophoretische Auftrennung der Proteine 
verzichtet. Sie dient vor allem dem schnellen, orientierenden aber trotzdem 
spezifischen Nachweis der rekombinant hergestellten Proteine. Auf eine 
Nitrozellulosemembran werden je 1 µl Probe punkt- oder strichförmig aufgetragen. 
Die Membran wurde nach der Auftragung 15 Minuten bei Raumtemperatur 
getrocknet. Anschließend erfolgt das Blocken der Membran in 5 % Magermilch in 
TBS bei 4°C, schwenkend über Nacht. Am nächsten Tag wurde die Membran 
dreimal 15 Minuten in TTBS gewaschen, bevor der in TBS 1:2500 verdünnte 
Primärantikörper anti-Flag M2 für zwei Stunden hinzugegeben wurde. Nach einem 
weiteren Waschschritt mit TBS, erfolgt eine Inkubation für 1,5 Stunden mit 1:1000 
verdünntem Sekundärantikörper Goat-Anti-Mouse-IgG-Ak, welcher biotinyliert ist. 
Nach erneutem Waschen mit TBS wurde Streptavidin-ALP oder Streptavidin-HRP 
(1:1000) für 1,5 Stunden hinzugegeben. Die Farbreaktion erfolgte nach einem 
weiteren Waschschritt mit dem jeweiligen Substrat (TMB oder NBT/BCIP), bis zur 
guten Sichtbarkeit der Dots. 
 
3.11.4 Direkter ELISA mit anti-Flag-M2 als Detektionantikörper 
Um die Proteinmenge im Zellkulturüberstand zu quantifizieren wurde ein direkter 
ELISA mit anti-Flag-M2 als Detektionsantikörper etabliert. Als 





Flag. Den Konzentrationsstandard verdünnte man mit dem entsprechenden 
Zellkulturmedium. Alle Inkubationsschritte wurden auf dem Schüttler durchgeführt. In 
die Kavitäten einer 96-Well-Elisa-Platte wurden 100 µl der Antigenlösung 
einpipettiert. Diese bestand aus den vorbereiteten Standardverdünnungen und den 
jeweiligen Zellkulturüberständen. Beide wurden zum Coaten 1:2 mit PBS verdünnt. 
Das Coating erfolgte bei 4°C über Nacht. Am nächsten Tag wurde die Platte 5 x 2 
Minuten mit 200 µl PBS und 0,05% Tween gewaschen und anschließend 1,5 
Stunden mit 10% FCS in PBS geblockt. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit 200 µl 
PBS für 5 x 2 Minuten. Im Anschluss wurden jeweils 100 µl des 1:10000 verdünnten 
Detektionsantikörpers anti-Flag-M2 hinzugegeben und für 1,5 Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen mit 200 µl PBS wurden je 100 
µl des anti-Mouse/HRP-Konjugates in einer Verdünnung von 1:1000 hinzugegeben 
und 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss an einen weiteren 
Waschschritt erfolgte die Zugabe von 100 µl Opt-EIA-TMB-Substrat. Nach deutlicher 
Farbentwicklung erfolgte das Abstoppen mit 50 µl einer 5 N Schwefelsäure. Die 
Messung der Extinktionen wurde mit dem Microplatereader 680 von BioRad bei 450 
nm durchgeführt. 
 
3.11.5 Coomassiefärbung nach Kang  
Zum Nachweis der Proteine im Gel wurde die Färbung nach Kang durchgeführt, 
welche sensitiver als die klassische Coomassiefärbung ist. Hierfür wurde das Gel 
nach der Elektrophorese 2 x 10 min in Reinstwasser gewaschen, um das SDS aus 
dem Laufpuffer zu entfernen. Auf das Gel gab man die Farblösung, bis es vollständig 
bedeckt war und lies es schwenkend färben. Nach 10 Minuten werden die ersten 
Proteinspots erkennbar und nach einer Stunde sind 80% der Proteine gefärbt. Eine 
Sättigung ist nach drei Stunden erreicht. Die Färbelösung wurde nach zwei Stunden 
abgenommen und 2 x in Reinstwasser gewaschen. Anschließend wurde 20 Minuten 
entfärbt und abermals 2 x mit Reinstwasser gewaschen. 







Im Vergleich zur klassischen Coomassiefärbung ist die Silberfärbung etwa 100-fach 
sensitiver zum Nachweis der Proteine im SDS-Gel. Nach dem Elektrophoreselauf 
wird das Gel kurz in Reinstwasser gewaschen und nach folgender Vorschrift gefärbt: 
Arbeitsschritt Substanz Dauer 
Fixierung 50%(v/v) Methanol 
10%(v/v) Essigsäure 
30 Minuten 
Waschen 50% (v/v) Ethanol 10 Minuten 
Waschen 10% (v/v) 10 Minuten 
Blockierung 10ml Na2S2O3-Lösung 
0,2% (w/v) 
80ml H2O bidest 
1 Minute 
Waschen H2O bidest 3 x 20 Sekunden 






Waschen H2O bidest 2 x 20 Sekunden 
Entwicklung 100ml Na2CO3 6% (w/v) 
50µl Formaldehydlösung 
37% (v/v) 
bis zur gewünschten 
Bandenintensität 
Stoppen/Lagerung 10%(v/v) Essigsäure  
 
Die Geldokumentation erfolgte mit dem Biorad GelDocXR. 
3.11.7 Affinitätschromatographie mit Anti-Flag-Sepharose 
Um die rekombinant hergestellten Proteine vom Kulturmedium zu reinigen wurde 
eine Anti-Flag-Affinitätssäule verwendet. Das Säulenmaterial besteht hierbei aus 
Agarosebeads, an welche monoklonale Anti-Flag-Antikörper kovalent gebunden sind. 





mm Durchmesser angebracht. Mittels Schlauchklemme kann der Durchfluss 
freigegeben oder gestoppt werden. 
Das Säulenmaterial wird in Glycerin bei -20°C aufbewahrt und musste vor 
Verwendung folgendermaßen vorbereitet werden: 
500 µl Säulenmaterial wurden auf 10 ml mit TBS verdünnt und anschließend bei 900 
g für 3 Minuten gekühlt zentrifugiert. Den Überstand nahm man ab und pipettierte 3 
ml 0,1M Glycin/HCl mit pH 3,5 hinzu. Nach einer weiteren Zentrifugation wurde der 
Überstand sofort abgenommen, da sich bei einer zu langen Inkubation der Antikörper 
von den Agarosebeads ablöst. Es folgte zweimaliges Waschen mit 20 ml TBS. 
Der Zellkulturüberstand wird durch Zugabe von 5 M NaCl auf ungefähr 150 mM NaCl 
eingestellt, der pH-Wert kontrolliert und bei Bedarf auf 7,2 bis 7,8 titriert. 
Anschließend wurde der Zellkulturüberstand mit den Agarosebeads versetzt und für 
2 Stunden bei 4°C im Orbital-Shaker inkubiert. Nach der Inkubation erfolgt eine 
Zentrifugation bei 900 g, für 3 Minuten. Der Überstand wurde bis auf 5 ml 
abgenommen und die Beads resuspendiert. Nach Spülen der Quiagensäule mit TBS 
konnte die Agarosebeadsuspension vorsichtig auf die Säule aufgetragen werden. 
Nachdem die Beads sedimentiert waren, ließ man die Flüssigkeit bis kurz über die 
Agarosebeads ab und wusch diese mit dem 15-fachen Volumen an TBS. 
Anschließend wurde zur Elution 5 ml Flag-Peptid (0,1 mg/ml) hinzugegeben und 30 
Minuten inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte das fraktionierte Ablassen der 
Flüssigkeit. Die einzelnen Fraktionen von je 250 µl wurden in Eppendorf-Tubes 
aufgefangen. Zum Nachweis der Proteine wurden die einzelnen Fraktionen nach der 
SDS-Gelektrophorese den Westernblotanalysen und Proteinfärbungen zugeführt.  
Regeneration der Agarosebeads: 
Nach Durchlauf der Flag-Peptid-Lösung erfolgte ein Waschvorgang mit dem 
fünffachen Beadvolumen TBS. Die Beads wurden in ein 50 ml Falcon überführt und 
das dreifachen Volumen Glycin/HCl 0,1M mit einem pH von 3,5 zugegeben. Die 
Inkubation darf nicht länger als 20 Minuten erfolgen. Nach der Zentrifugation wurde 
ein Waschschritt mit dem zehnfachen Volumen TBS und ein weiterer Waschschritt 
mit 50% Glycerol in TBS durchgeführt. Die Lagerung erfolgte anschließend in 







4.1 Herstellung der Expressionsvektoren für Säugetierzellen 
4.1.1 Verdau und Auftrennung der Klonierungsvektoren 
Nach dem Verdau der von der Firma LifeTechnologies/GeneArt erhaltenen 
Klonierungsplasmide konnten deren Fragmente in einem 1 %gen Agarosegel mit 
Ethidiumbromid und unter UV-Licht dargestellt werden. Die Abbildung 4.1 zeigt die 
aufgetrennten Vektoren. Mit Hilfe des mitgeführten DNA-Längenstandards wurde die 
zuvor berechnete Größe der Fragmente bestätigt.  
 
Abbildung 4.1: Die elektrophoretische Auftrennung der GeneArt-Klonierungsvektoren und dem pCR.3 
Expressionsvektor nach Verdau mit XhoI und Xbal.  
 
4.1.2 Extraktion der Vlse-Genfragmente aus dem Agarosegel 
Die DNA-Fragmente wurden knapp aus dem Gel herausgeschnitten, da die Agarose 
die nachfolgende Ligationsreaktion negativ beeinflussen kann. Die Gelstücke wurden 






Die Reinigung der Gelstücke erfolgte, wie im Methodenteil beschrieben, mit dem 





Vektor pCR.3 53,4 
Gelstück VlsE1 32,0 
Gelstück VlsE2 15,0 
Gelstück VlsE3 38,4 
Gelstück VlsE4 19,3 
 
Je 50 ng der Proben wurden zur Kontrolle der Extraktion auf ein 1 %iges Agarosegel 
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Abbildung 4.2 zeigt die erfolgreiche 
Extraktion der einzelnen Gelfragmente. Die DNA-Fragmente konnten somit der 







Abbildung 4.2: Elektrophoretische Auftrennung der Proben nach der Gelextraktion. Es findet sich jeweils nur 
eine Bande im erwarteten Kb-Bereich. 
 
4.1.3 Elektrophoretische Auftrennung der Expressionsvektoren nach Transformation 
und Klonierung 
Die einzelnen Vektoren mit den jeweiligen VlsE-Inserts wurden in chemisch 
kompetente Bakterien transformiert und kloniert. Die Reinigung der Plasmide erfolgte 
mit dem QIAprep Reinigungskit, wie im Methodenteil dargestellt. Um die Klonierung 
zu prüfen wurden jeweils verschiedene Klone der Plasmidreinigung zugeführt. Die 
erhaltenen Präparate wurden im Anschluss mit den Restriktionsenzymen XhoI und 
XbaI verdaut und auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Die Abbildungen 4.3 bis 
4.7 zeigen die elektrophoretische Auftrennung. Als Kontrolle der Fragmentgröße 
fungierte der Längenstandard. 
 
Abbildung 4.3: Die elektrophoretische Auftrennung des Expressionsvektors pCR.3 mit Vlse1-Insert, verdaut mit 







Abbildung 4.4: Die elektrophoretische Auftrennung des Expressionsvektors pCR.3 mit Vlse2-Insert, verdaut mit 
XhoI und XbaI. Die Plasmide der geprüften Klone sind identisch und beinhalten das Zielgen. 
 
Abbildung 4.5: Die elektrophoretische Auftrennung des Expressionsvektors pCR.3 mit Vlse3-Insert, verdaut mit 




















Abbildung 4.6: Die elektrophoretische Auftrennung des Expressionsvektors pCR.3 mit Vlse4-Insert, verdaut mit 
XhoI und XbaI. Die Plasmide der geprüften Klone sind identisch und beinhalten das Zielgen. 
4.2 Proteinexpression in HEK 293T Zellen 
4.2.1 Experiment über die Transfektionseffizienz mit verschiedenen Nährmedien 
Die bereits im Labor etablierte Transfektion der 293T-Zellen sah als 
Zellkulturmedium vor Transfektion, DMEM mit 10% FCS und nach Transfektion 
DMEM mit 1% FCS, jeweils mit Zusatz von Penicillin und Streptomycin, vor. Im 
Verlauf weiterer Versuche mit dem Elispot-Verfahren zeigte sich jedoch eine erhöhte 
Spotanzahl in der DMEM-Negativkontrolle. Als Alternativmedium wurde deshalb 
AIMV, für weitere Vergleichstestungen und Prüfung der Signifikanz des 
Mediumeinflusses, herangezogen. Da die Zellen bei einem prompten 
Mediumwechsel von DMEM auf das serumfreie AIMV-Medium ihre Adhärenz zur 
Kulturflasche verloren haben wurden sie zunächst in gleichen Teilen in DMEM und 
AIMV gehalten und gesplittet. Hierbei behielten sie gute Adhärenz zur 
Zellkulturflasche. Zur Prüfung der Transfektionseffizienz wurden die Zellen mit einem 
für GFP codierenden Plasmid, mittels Calcium-Phosphat-Präzipitationsmethode, 
transfiziert. Zur Verifikation der Transfektion sollte das rekombinante, grün 





Die Abbildungen 4.7 bis 4.10 zeigen die Ergebnisse. Folgende Medien wurden 
verglichen: 
 
Gehalten in Ausgesät in Nach Transfektion 
DMEM DMEM DMEM 
DMEM/AIMV DMEM/AIMV DMEM/AIMV 
DMEM/AIMV DMEM/AIMV AIMV 





Abbildung 4.7: Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahme (200x). Zellen wurden in DMEM gehalten und 
ausgesät. Nach der Transfektion wurde DMEM als Expressionsmedium zugegeben. 
 
Abbildung 4.8: Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahme (200x). Zellen wurden in DMEM/AIMV gehalten und 







Abbildung 4.9: Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahme (200x). Zellen wurden in DMEM/AIMV gehalten und 
ausgesät. Nach der Transfektion wurde AIMV als Expressionsmedium zugegeben. 
 
Abbildung 4.10: Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahme (200x). Zellen wurden in AIMV gehalten und 
ausgesät. Nach der Transfektion wurde AIMV als Expressionsmedium zugegeben. 
 
Es zeigt sich eine vergleichbar gute Transfektion zwischen den Zellen der bereits 
etablierten Methode, mit DMEM als Anzucht- und Expressionsmedium (siehe Abb 
4.7), sowie den Zellen, welche in DMEM/AIMV gehalten und ausgesät wurden und 
anschließend DMEM/AIMV oder AIMV als Expressionsmedium gewählt wurde (Abb. 
4.8 und 4.9). Bei AIMV als alleiniges Nährmedium zur Zucht der Zellen und zur 
Expression trat ebenfalls ein Adhärenzverlust auf (4.10). 
 
4.2.2 Transfektion der Expressionsvektoren 
Die Transfektion der HEK 293T-Zellen erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. Die 
Konzentrationen der DNA Proben wurden mittels NanoDrop gemessen. Die zu 
transfizierende DNA-Menge betrug jeweils 15 µg. Als Transfektionskontrolle fungierte 
GFP, dessen Expression in der Fluoreszenzmikroskopie geprüft wurde. Als 
Negativkontrolle wurde, statt DNA, Wasser zum Transfektionsansatz hinzugegeben. 
Außerdem wurden Wachstumskontrollen der Zellen mit und ohne Mediumwechsel 
mitgeführt. Die Proteinexpression der VlsE-Fragmente wurde in DMEM bzw. 





durchgeführt, um zu prüfen ob die Proteine in beiden Medien exprimiert werden. Die 
Expression wurde mittels proteinbiochemischer Nachweisemethoden aus dem 
Zellkulturüberstand geprüft. 
4.3 Nachweis der durch HEK293T hergestellten Proteine 
4.3.1 Ergebnisse zu Eigenschaften und Stabilität der rekombinanten Proteine 
Die Berechnung der isoelektrischen Punkte und des Molekulargewichts der 
synthetisierten Proteine erfolgte mit dem Web-Tool Protein Calculator v3.4. 
 






VlsE1 5,01 19,455 21 
18,1 
VlsE2 5,52 17,25 18,1 
VlsE3 5,03 18,48 20,15 
VlsE4 4,94 16,696 21,25 
20,2 
 
Die im Westernblot vermessenen Banden und über einen Proteinstandard 
ausgerechneten Molekulargewichte liegen meist zwischen fünf und acht Prozent 
höher, als die mit der Hilfe der Aminosäuresequenz errechneten Massen. VlsE1 zeigt 
häufig Doppelbanden, wobei eine über dem errechneten Wert liegt und die zweite 
darunter. Im Fall von VlsE4 beträgt der Massenunterschied sogar etwa 25 %. Auch 
hier liegen meist Doppelbanden vor. Beide bei ca. 20 kDa, was ebenfalls schwerer ist 
als über die Aminosäuresequenz berechnet. 
 
4.3.2 Proteinnachweis im Westernblot nach Transfektion in DMEM 
Das Standardmedium für die HEK 293T Zelllinie ist DMEM. Deshalb wurde die erste 
Transfektion nach erfolgreicher Klonierung und Reinigung der Vektoren in diesem 





drei, erfolgte mit dem Detektionsantikörper anti-Flag, gefolgt von Goat-anti-Mouse-
IgG-Biotin und Streptavidin-ALP. Das Ergebnis zeigt Abbildung 4.11. 
 
 
Abbildung 4.11: Westernblot zum Expressionsnachweise der einzelnen Vlse-Fragmente nach Transfektion mit 
DMEM als Anzucht und Expressionsmedium. 
Die Negativkontrolle VlsE0 entspricht dem Transfektionsansatz ohne Zugabe von 
DNA. Es lassen sich alle VlsE-Fragmente nachweisen, wobei die Bandenstärke 
relativ schwach ausfällt. Beim Auftreten vom Doppelbanden ist es möglich, dass es 
sich dabei um Aubbaubanden, Dimerbildung oder Proteinmodfikationen handelt. 
 
4.3.3 Proteinnachweis im Westernblot nach Transfektion in DMEM/AIMV 
Die Transfektionseffizienz zeigte im Vorversuch mit DMEM/AIMV als Anzuchtmedium 
und AIMV als Expressionsmedium, ähnliche Ergebnisse wie in DMEM allein. Ob 
auch die VlsE-Genprodukte produziert werden, wurde ebenfalls im Westernblot 
geprüft und in Abbildung 4.12 dargestellt. Das Detektionssystem war analog, nur 
wählte man als Nachweisenzym HRP statt ALP, da der Hintergrund dadurch weniger 
Signal generiert.  
 
 
Abbildung 4.12: Westerblot zum Expressionsnachweis der einzelnen VlsE-Fragmente nach Transfektion mit 
DMEM/AIMV als Anzuchtmedium und AIMV als Expressionsmedium. 







4.3.4 Versuch der Quantifizierung mittels Kolloidaler Coomassiefärbung nach Kang 
Da im Westernblot keine Aussage über die vorliegende Proteinmenge im Überstand 
der Zellkultur gemacht werden kann wurde die modifizierte Coomassiefärbung nach 
Kang durchgeführt. Die Proteinmenge schien jedoch so gering zu sein, dass die 
Färbung im Gel auf den VlsE-Laufstrecken keinerlei Banden zwischen 15 und 25 
kDa zeigte. Lediglich das im Zellkulturmedium enthaltene BSA konnte nachgewiesen 
werden. Der Proteinmarker und der mitgeführte BSA-Standard zeigten ebenfalls 
entsprechende Banden. 
4.3.5 Orientierenden Quantifizierung mittels Silberfärbung 
Da durch die Coomassiefärbung keine Quantifizierung erfolgen konnte wurde zur 
Orientierung die sensitivere Silberfärbung durchgeführt. Auch durch die Silberfärbung 
ließen sich keine Banden im entsprechenden kDa-Bereich nachweißen. Da im 
relevanten Bereich allerdings auch BSA-Banden vorhanden sind und möglicherweise 
schwach ausgeprägte VlsE-Banden dadurch verdeckt sein könnten, ist die 
Beurteilung schwierig. 
 
4.3.6 Versuch der Quantifizierung mittels ELISA 
Da eine Schätzung der Menge des rekombinant hergestellten Proteins mittels 
Gelfärbungen nicht möglich war wurde dafür ein direkter ELISA über anti-Flag M2 als 
Detektionsantikörper etabliert. Als Konzentrationsstandard diente ein laborintern 
rekombinant hergestelltes Protein, nämlich Bpi-Flag, welches ebenfalls eine Flag-
Tag-Sequenz enthält. Die Ergebnisse verstehen sich bereits abzüglich der 
Negativkontrollen. Als solche dienten für die Standardwerte das 





























10 0,448 0,002  1 0,3125 0,0205 
5 0,2615 0,0135  2 0,1285 0,0075 
2,5 0,1465 0,0395  3 0,503 0,019 
1,25 0,0465 0,0115  4 0,5865 0,0785 
0,25 0,011 0,006     
0 1,3878E-
17 












An der Geraden der Standardwerte erhält man folgende Konzentrationen für die 
VlsE-Varianten: 
 






Um die Antigene im Elispot einzusetzen wird eine Konzentration von mindestens 
80µg/ml im Zellkulturüberstand benötigt. Die hergestellten Antigene liegen also in zu 
geringer Konzentration vor. Eine anschließende Reinigung sollte daher die Proteine 
konzentrieren und störende Substanzen aus dem Medium entfernen. 
 
4.3.7 Ergebnisse der Proteinreinigung 
Um die Proteine aus dem Zellkulturmedium zu extrahieren und deren Konzentration 
zu erhöhen wurde die Proteinreinigung mittels anti-Flag-Affinity Sepharose 
durchgeführt. Anschließend erfolgte die Auftrennung im SDS-Gel und Nachweis 
mittels Gelfärbung nach Coomassie-Kang und Silberfärbung. Zur orientierenden 
Konzentrationsbestimmung wurde eine BSA-Verdünnungsreihe von 100 µg/ml bis 
0,1 µg/ml in Zehnerschritten durchgeführt und aufgetragen. Die Färbung mittels 
Coomassie-Kang zeigte bei VlsE1 und VlsE2 eine schwache Bande im erwarteten 
Bereich zwischen 15 und 25 kDa. Die Konzentration beträgt abgeschätzt < 10 µg/ml 
für VlsE1 und 10-20 µg/ml für VlsE2 (siehe Abb. 4.13). Die anderen Varianten 
konnten nicht nachgewiesen werden. Das Gel wurde im Anschluss einer 








Abbildung 4.13: Kolloidale Commassie-Färbung nach Kang der Proben nach der Proteinreinigung. 
 
4.4 Herstellung einer Bacmid-DNA für das Baculoexpressionssystem 
4.4.1 Einfügen der Schnittstelle für EcoRI  
Wie im Methodenteil beschrieben, wurde zum Einfügen einer EcoRI-Schnittstelle, 
eine PCR mit geeigneten Überhangprimern durchgeführt. 
 
Die berechneten Bandengrößen für die VlsE-DNA-Fragmente betrugen: 
Fragment VlsE1: 599 bp 
Fragment VlsE2: 586 bp 
Fragment VlsE3: 593 bp 
Fragment VlsE4: 539 bp 
 
Nach elektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegel zeigt sich 







Abbildung 4.14: Einfügen einer EcoRI-Schnittstelle, Nachweis der PCR-Produkte 
 
4.4.2 Einfügen der VlsE-Genfragmente in den pFastBac-Vektor 










Da ausreichend Produkte vorhanden waren konnte die Ligation der Fragmente und 
des pFastBac-Vektors durchgeführt werden. Hierfür erfolgte zunächst der Verdau mit 










Die berechneten Bandengrößen der Fragmente betrugen: 
Fragment VlsE1: 585 bp 
Fragment VlsE2: 572 bp 
Fragment VlsE3: 579 bp 
Fragment VlsE4: 525 bp 
pFastBac-Vektor: 4676 bp 
 
Abbildung 4.15: Verdau mit EcoRI und XbaI 
 
Nach erfolgter Ligation der VlsE-Genfragmente mit dem pFastBac-Vektor, wurde ein 
Verdau mit EcoRI und anschließender Elektrophorese der Produkte durchgeführt. Es 
zeigen sich die erwünschten VlsE-Banden in der richtigen Größe, allerdings liegt eine 
weitere Bande kleiner 500 bp vor. Hier ist auf eine mögliche Staraktivität von EcoRI 







Abbildung 4.16: Verdau des Ligationsansatzes VlsE-Fragment/pFastBac 
 
Nach Transformation in den E. coli Stamm DH10Bac und Klonierung des Bacmids 
durch Selektionierung der relevanten weißen Kolonien, wurden die ausgewählten 
Klone, wie im Methodenteil beschrieben, mittels PCR auf den Inhalt des 
gewünschten Gens geprüft. Als Negativkontrolle fungierte der pCR.3-Vector mit 
VlsE1-Insert. 
 
Rechnerisch erwartete Bandengrößen: 
Fragment VlsE1: ca. 2900 bp 
Fragment VlsE2: ca. 2900 bp 
Fragment VlsE3: ca. 2900 bp 
Fragment VlsE4: ca. 2850 bp 







Abbildung 4.17: PCR zum Nachweis des Zielgens der VlsE-Varianten in der Bacmid-DNA 
 
Die einzelnen Klone enthalten zum größten Teil das Zielgen, welches wie erwartet 
knapp unter der 3000 bp Bande detektiert wird (Abb. 4.17). Klon 3/3 scheint das 
gewünschte Insert nicht zu tragen. Für die weitere Bacmidamplifikation und 
Aufreinigung wurden die Klone 1/2, 2/2, 3/2, und 4/5 weiterverarbeitet. 
 
4.4.3 Bacmidpräparation 
Die präparierten Bacmide wurden im Nanodrop vermessen: 
 
 [ng/µl] 
Bacmid - VslE 1 327,0 
Bacmid - VslE 2 379,8 
Bacmid - VslE 3 305,8 







4.4.4 Transfektion der Sf9-Zellen mit rekombinanten Bacmid 
Das Virus sollte 72 Stunden nach erfolgter Transfektion ins Medium sezerniert 
werden. Deshalb wurde die Kultur täglich mikroskopisch nach Zeichen einer viralen 
Infektion geprüft. 
 
Die Virusernte erfolgte, sobald Zeichen der späten Infektion auftraten. Auch die Ernte 
der rekombinanten Proteine nach Infektion der Zellen mit Baculovirus wurde nach 
mikroskopischer Kontrolle der Infektionszeichen durchgeführt. Als zusätzliche 
Infektionskontrolle fungierte, neben den zellmorphologischen Veränderungen, hierbei 
ein Baculovirus mit Gfp als Expressionsprotein, welches fluoreszenzmikroskopisch 
dargestellt werden konnte. Zum Vergleich zwischen infizierten und nicht infizierten 
Zellen diente eine Wachstumskontrolle ohne Viruszugabe. 
 
Die Infektionszeichen stellen sich je nach Infektionsdauer folgendermaßen dar: 
Frühe Zeichen in den ersten 24 Stunden: 
- Vergrößerung des Zelldurchmessers um 20 – 25 % 
- Vergrößerung des Zellkerns 
Späte Zeichen (24 -72 Stunden): 
- Einstellung des Zellwachstums 
- Die Zellen erscheinen aufgrund des viralen „Buddings“ granuliert 
- Ablösung der Zelle vom Boden der Zellkulturflasche oder Platte 











Abbildung 4.19: Gfp-Kontrolle in Phasenkontrast und Fluoreszenz nach 24h 
 
 








Abbildung 4.21: Wachstumskontrolle sf9-Zellen nach 48h 
 
 







Abbildung 4.23: VlsE Varianten 1-4 nach 48h 
 






Abbildung 4.25: Gfp-Kontrolle in Phasenkontrast und Fluoreszenz nach 72h 
 
 







Abbildung 4.27: Wachstumskontrolle sf9-Zellen nach 96h 
 
 



























4.4.5 Proteinnachweis mittels Silberfärbung im Time Course 
Nach Infektion der Zellen wurde acht Tage lang täglich ein Aliquot entnommen, um 
dieses einer Silberfärbung zu unterziehen. Dadurch sollte der beste Erntezeitpunkt 
der verschiedenen VlsE-Varianten bestimmt werden. Als Negativkontrolle fungierte 
hierbei der Überstand nicht infizierter Zellen am Tag acht. 
 
 
Abbildung 4.30: Silberfärbung Sf9-Zellkulturüberstand VlsE1 im Time Course 
 
Im Überstand der Kultur für VlsE1 lässt sich ab Tag drei eine Bande bei circa 18 kDa 
nachweisen, was der richtigen Molekülgröße entspräche. Die Banden bestehen bis 
zum Tag acht fort. Die Negativkontrolle zeigt diese nach drei Tagen neu aufgetretene 
Bande nicht. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die zusätzliche Bande 






Abbildung 4.31: Silberfärbung Sf9-Zellkulturüberstand VlsE2 im Time Course 
Im Überstand der VlsE2 produzierenden Zellkultur lässt sich ab Tag zwei ein Protein 
bei knapp unter 20 kDa nachweisen, welches bis Tag acht gebildet wird. 
 
 





Im Überstand der VlsE3 produzierenden Zellkultur findet sich ab Tag zwei ein Protein 
bei ungefähr 23 kDa. Da VlsE3 laut Berechnung nur 18,48 kDa betragen dürfte, ist 
das nachgewiesene Protein etwas zu groß. Am siebten Tag lässt es sich noch sicher 
nachweisen. Die Bande bei Tag acht ist nur teilweise gefärbt und deshalb fraglich.  
 
 
Abbildung 4.33: Silberfärbung Sf9-Zellkulturüberstand Vlse4 im Time Course 
 
Die Silberfärbung des Überstandes der Vlse4 produzierenden Sf9-Zellen zeigt eine 
sehr diskrete Doppelbande bei ungefähr 21 kDa von Tag drei bis Tag acht. Auch 







Abbildung 4.34: Silberfärbung sf9-Zellkulturüberstand VlsE0 im Time Course 
 
Die Zellkultur, die mit Baculoviren infiziert wurde, welche keine Sequenzen für VlsE 
enthalten (VlsE0), zeigt im Überstand wie erwartet auch kein Protein das nicht aus 



















4.4.6 Dotblot mit anti-Flag zum Nachweis der VlsE-Varianten aus dem Baculosystem 
Im Time Course zeigte sich am Tag sechs für alle VlsE-Varianten eine 
Proteinproduktion. Da es sich bei der Silberfärbung um ein unspezifisches Verfahren 
handelt wurde mittels Dotblot die Präsenz der Flag-Tag-Sequenz im rekombinant 
hergestellten Protein geprüft. 
 
 
Abbildung 4.35: Dotblot mit anti-Flag 
 
Mit Hilfe des Dotblots, konnte eine Bildung von Flag-Tag tragenden Proteinen in den 

















4.4.7 Nachweis der mittels Baculosystem produzierten VlsE-Varianten im 
Westernblot 
Der alleinige Nachweis von Proteinen mit Flag-Tag reicht nicht aus. Deshalb wurden 
zur Bestimmung der Proteingröße Westernblotanalysen durchgeführt. 
 
 
Abbildung 4.36: Westernblot mit anti-Flag, Zellkulturüberstand VlsE1 
 
Im Westernblot ließ sich VlsE1 von Tag eins bis sechs gut darstellen. Ab dem dritten 






Abbildung 4.37: Westernblot mit anti-Flag, Zellkulturüberstand VlsE2 
 
VlsE2 konnte von Tag zwei bis sechs detektiert werden. Mit einer Molekülgröße von 
circa 18 kDa, liegt es im richtigen Bereich. Die Banden knapp unterhalb 14 kDa, 
zeigen eine stärkere sowie unruhige Färbung und scheinen vor allem im Bereich der 
Tage sechs und sieben zu konfluieren, weshalb es sich möglicherweise um ein 







Abbildung 4.38: Westernblot mit anti-Flag, Zellkulturüberstand VlsE3 
 
Auch der Nachweis von VlsE3 gelingt von Tag eins bis fünf. Die Molekülgröße liegt 





















Abbildung 4.39: Westernblot mit anti-Flag, Zellkulturüberstand VlsE4 
 
Im Zellkulturüberstand von VlsE4 lässt sich das Protein von Tag eins bis acht 
detektieren, läuft allerdings ebenfalls um vier bis fünf Kilodalton höher als erwartet. 
Am Tag fünf zeigt sich eine Doppelbande und in den Folgetagen liegen die Banden 

















4.4.8 Proteinreinigung mit anti-Flag-Sepharose 
Um die gebildeten Proteine vom Zellkulturmedium und BSA zu separieren und die 
Konzentration zu erhöhen, wurden die Zellkulturüberstände mit einer anti-Flag-
Sepharosesäule gereinigt. Im Anschluss konnten die VlsE-Fragmente mittels 
Silberfärbung dargestellt und deren Konzentrationen, anhand eines mitgeführten 




Abbildung 4.40: Silberfärbung nach Proteinreinigung 
 
Es ließen sich folgende Konzentrationen abschätzen: 
 
Variante Konzentration [µg/ml] 
VlsE 1 ~ 60 
VlsE 2 ~ 5 
VlsE 3 ~ 20 






Die Färbung zeigt allerdings neben den Banden in erwarteter Höhe, mehrere weitere 
Proteinbanden. Entweder konnten durch die Reinigung nicht alle Mediumproteine 
entfernt werden oder es handelt sich um Abbaubanden bzw. Aggregate. VlsE3 ist mit 
circa 12 kDa bedeutend zu kurz. Um die die Antigene im Elispot einzusetzen, 
benötigt man, um eine Zielkonzentration von 4µg/200µl pro Well zu erreichen, eine 
Konzentration von mindestens 80 µg/ml VlsE-Protein. Die erhaltenen 
Konzentrationen sind somit auch, nach Herstellung der rekombinanten Proteine im 
Baculosystem und anschließender Reinigung, zu niedrig. Die gereinigten Proteine 
wurden trotzdem versuchsweise im Elispot getestet. 
 
4.5 Vergleich VLSE Vollantigen versus Teilantigen 
Weder im Säugetierzellsystem mit HEK-293T-Zellen, noch im Insektenzellsystem mit 
Sf9-Zellen konnten die rekombinant hergestellten Fragmente stabil und vor allem in 
ausreichender Menge synthetisiert werden. Interessehalber wurden sie aber 
dennoch im Vergleich mit dem VlsE-Vollantigen im Elispot eingesetzt. Um nach 
Induktion der T-Zellen mit dem Antigen adäquate Spotzahlen zu erreichen wurden in 
mehreren Vorversuchen eine Antigenkonzentration von 4 µg/200µl ermittelt. Die 
maximale Menge an Antigenlösung kann dabei 50 µl betragen, um das Medium und 
damit die Nährstoffe und Puffersubstanzen der T-Zellen nicht zu stark zu verdünnen. 
 
4.5.1 Elispot mit VlsE-Varianten aus HEK-293T-Zellen 
Nachdem die Proteine im Säugetierzellsystem nur mit Konzentrationen kleiner als 20 
µg/ml produziert werden konnten, setzte man sie zunächst ohne vorherige 
Aufreinigung als Antigen im Elispot ein. Die Proteine lagen im Zellkulturmedium 
DMEM vor. Die T-Zellen dreier Probanden wurden geprüft. Ein Proband, welcher in 
der hausinternen Studie serologisch, wie auch im Elispot negativ getestet wurde, ein 
Proband der serologisch negativ aber im Elispot mit VlsE positiv ausfiel und ein 
serologisch, sowie im Elispot positiver Proband. Die Ergebnisse deckten sich 
bezüglich der Antwort auf das VlsE-Vollantigen mit der vorangegangenen Studie. 







Abbildung 4.41: Elispot VlsE-Varianten aus HEK 293T – DMEM 
Nachdem verschiedene weitere Versuche den Verdacht nahelegten, das 
Expressionsmedium DMEM selbst könnte die T-Zellen einzelner Probanden zur 
Interferonbildung induzieren, wurde eine zufällige Auswahl PBMC´s von 
Diagnostikproben auf die Reaktivität der einzelnen Elispot-Testmedien geprüft.  
 
 






Die Ergebnisse des Medienvergleiches stellen sich folgendermaßen dar: 
 
Deskriptive Statistik 
 N Minimum Maximum Mittelwert 
Standardabweichu
ng 
AIMV 8 1,67 28,67 11,83 8,41 
TBS-Flag 8 ,00 16,67 6,29 5,67 
DMEM 8 1,67 35,00 15,83 12,69 
Gültige Werte (Listenweise) 8     
 
 
Die Werte ergeben damit keinen statistisch signifikanten Einfluss des Mediums auf 
die Spotentwicklung. Da jedoch AIMV das empfohlene Medium für die Durchführung 
des Elispots ist, wurden die Proteine nach vorheriger Evaluation in AIMV exprimiert. 
Da sowohl unter Expression in DMEM, sowie in AIMV und nach Proteinreinigung 
keine ausreichende Konzentration der VlsE-Fragmente hergestellt werden konnte, 
wurde das Expressionssystem zu Insektenzellen gewechselt. 
 
4.5.2 Elispot mit VlsE-Varianten aus Sf9-Zellen 
Nachdem die VlsE-Fragmente mit Hilfe des Baculovirussystems und Insektenzellen 
hergestellt werden konnten, wurden die Überstände der Zellkultur, sowie die 
gereinigten Peptide im Elispot als Antigene eingesetzt. Allerdings waren auch hier 
die Konzentrationen niedriger als die erforderlichen 80 µg/ml. Als Probanden 
fungierten dabei, eine in der vorhergegangenen laborinternen Studie im Elispot 
positiv reagierende und eine negativ reagierende Testperson. Das VlsE-
Gesamtantigen zeigt bei dem positiven Probanden eine starke Spotanzahl von 257 
Test bei gepaarten Stichproben 
 
Gepaarte Differenzen 






















Spots. Die VlsE-Fragmente hingegen, sowohl im Überstand als auch nach der 
Reinigung, nur eine schwache Antwort zwischen drei und zehn Spots. Der 
Unterschied zwischen Überstand und gereinigten Proben ist dabei marginal. Der 
negative Proband fällt wie erwartet im Gesamt-VlsE und in den Varianten mit Werten 
zwischen null und drei nicht reaktiv aus. 
 
 















5.1.1 Lyme Borreliose – ein diagnostisches Dilemma? 
Die Lyme Borreliose, hervorgerufen durch verschiedene Spezies des Borrelia 
burgdorferi sensu lato Komplexes, ist die häufigste durch Zecken übertragene 
Erkrankung in Nordamerika und in den gemäßigten Klimazonen Eurasiens [53]. Die 
Krankheit zeigt klinisch ein außerordentlich variables Spektrum an 
Manifestationsformen. Diese reichen von der lokalisierten Form an der Haut, über 
verschiedene systemische Affektionen im Nervensystem, bis hin zu kardialen und 
rheumatischen Beschwerden. Aufgrund dieser Diversität im Symptomspektrum, 
erhält die Lyme Borreliose in vielen Fachdisziplinen einen wichtigen Stellenwert als 
mögliche Differentialdiagnose. Liegen vorwiegend unspezifische Krankheitszeichen 
vor, so kommt der Labordiagnostik immer mehr Gewicht zur Diagnosesicherung zu. 
Die momentan etablierten Methoden reichen vom direkten Erregernachweis im 
Dunkelfeld, Anzucht in speziellen Nährmedien, Nukleinsäurenachweis mittels PCR 
bis hin zur serologischen Nachweis spezifischer Antikörper gegen die verschiedenen 
Borrelienantigene. In der Routinediagnostik konnten sich allerdings wegen der 
langen Anzuchtdauer des Erregers und der geringen Erregerzahl im 
Untersuchungsmaterial nur die PCR und die Serologie durchsetzen. Die Kultur und 
Mikroskopie bleibt dabei speziellen Fragestellungen vorbehalten. Die Sensitivität der 
PCR ist allerdings abhängig vom Untersuchungsmaterial und dem gewählten 
Untersuchungsprotokoll. Aufgrund dessen und wegen der einfachen 
Probengewinnung setzte sich die Serologie als häufigstes Diagnostikum beim 
Verdacht auf eine Lyme Borreliose durch. Etabliert hatte sich dabei besonders der 
zweistufige Testansatz. Ein sehr sensitiver Suchtest, meist als ELISA aufgebaut, 
kombiniert mit einem spezifischerem Bestätigungstest, in der Regel ein Westernblot 
[105]. Ein positiver Nachweis im Westernblot bringt allerdings nicht den Beweis einer 
aktiven Borreliose. Je nach Expositionsrisiko schwankt die Serokonversion nach 
durchgemachter asymptomatischen Infektion zwischen 5 - 25 Prozent (siehe auch 
Kapitel 1). Da auch eine IgM-Persistenz bei der Lyme Borreliose keine Seltenheit ist, 
steht man vor dem Problem, keinen zuverlässigen Indikator für die Krankheitsaktivität 
im diagnostischen Repertoire zu besitzen [85]. Für die serologische Diagnostik 
zeigten sich viele Borrelienantigene als vielversprechende Ansatzpunkte. Auf das  





für Antikörper aufmerksam [116]. Die Antikörperantwort erfolgt schon bald nach der 
Infektion, allerdings zeigten sich auch Kreuzreaktivitäten mit verschiedenen 
Säugetiergeweben und anderen Bakterienantigenen [117]. Ein weiteres sehr 
immunogenes Oberflächenantigen ist OspC, welches erst exprimiert wird, wenn die 
Zecke am Säugetierwirt die Blutmahlzeit beginnt, während sich Borrelia burgdorferi 
sensu lato noch im Zeckendarm befindet. Unter den verschiedenen Borrelia Spezies 
ist OspC sehr heterogen. Nachdem eine konservierte immunogene Region des 
Proteins gefunden werden konnte, wurde ein synthetisches Peptid für den 
diagnostischen Einsatz produziert [105,118,119]. Die Antigene BmpA und DbpA sind 
ebenfalls immunogen, jedoch sollten für den diagnostischen Einsatz die jeweils 
regional ausgeprägten Sequenzen verwendet werden [105,120]. Antikörper gegen 
die Oberflächenantigene OspA und OspB scheinen eher im späteren Verlauf einer 
Infektion aufzutreten [121]. Erst vor circa zehn Jahren rückte ein weiteres Antigen in 
den Mittelpunkt des Interesses der Borreliosediagnostik und wurde dahingehend 
genauer untersucht und beschrieben. Es handelte sich um das Oberflächenantigen 
VlsE, ein Lipoprotein welches im Infektionsverlauf durch ständige Rekombinationen 
einer starken Antigenvariation unterliegt [44]. Als wichtiges Protein für die 
Immunevasion des Erregers ist es zugleich ein sehr immunogenes Antigen. Weitere 
Studien zeigten, dass eine hochkonservierte Region des VlsE-Proteins, die 
sogenannte C6-Region, eine starke Antikörperbildung induziert. Die Antikörper 
können im infizierten Organismus aber nicht an ihrer Zielstruktur binden, da es 
geschickt durch weitgehend variable Proteinanteile verdeckt wird. C6-Pepid konnte 
bereits erfolgreich als Antigen im Elisa eingesetzt werden [122]. Einige der Antigene, 
darunter auch VlsE, wurden in unserem Institut vergleichend bei 52 gesunden 
Probanden in der konventionellen Serologie zur Bestimmung von Antikörper und im 
Elispot zum Nachweis reaktiver spezifischer T-Zellen eingesetzt. Im Elispot zeigte 
sich dabei VlsE als bedeutendstes Antigen, welches bei einigen Probanden eine 
deutliche T-Zell-Reaktivität aufwies. 40% der serologisch IgG-positiven Probanden 
reagierten im Elispot mit einer Spotzahl größer 50. Im Hinblick darauf, dass die hohe 
Serokonversion ein großes Problem der etablierten Diagnostik ist, stellt sich hier die 
Frage, ob die Untersuchung der zellulären Antwort die Rate an fälschlich 
diagnostizierter Lyme Borreliose senken könnte.  
Interessanterweise lag bei einem Probanden, welcher serologisch weder IgG noch 





vor. Der Proband zeigte aktuell keine Beschwerden und konnte sich auch nicht an 
einen Zeckenstich erinnern. Der Kreis Regensburg, das Einzugsgebiet der 
Probanden, gilt aber nach den Ergebnissen des ersten Meldejahres für 
Borreliosefälle als Hochrisikogebiet [21]. So, dass die Frage auch in die 
entgegengesetzte Richtung gestellt werden muss: Detektiert der Elispot serologisch 
negativ getestete Probanden? Dattwyler et al. kamen durch ihre Arbeit zu den 
Schluss, dass bei chronischer Lyme Borreliose eine Dissoziation zwischen 
Antikörperantwort und T-Zell-Reaktivität auftreten kann [123]. Allerdings wurden 
hierbei keine einzelnen Antigene, sondern Borrelia burgdorferi Ganzzelllysat 
verwendet, weshalb die Spezifität der Ergebnisse, durch das Vorhandensein 
unspezifischer Mitogene, deutlich einschränkt ist. Aufgrund dieser Beobachtungen, 
sollte das Oberflächenantigen VlsE zu weiterführenden Untersuchungen im Elispot 
dienen. Eine, für die Zukunft aufschlussreiche Information stellt der Proteinanteil dar, 
welcher für die T-Zellantwort ursächlich ist.  Diese Arbeit zielte darauf ab, vier 
Fragmente des VlsE-Proteins zu synthetisieren, um sie im Elispot einzeln und 
vergleichend einzusetzen. Die Zielstruktur des jeweiligen Fragments würde 
anschließend durch den Einsatz von Peptiden im Elispot möglichst genau ermittelt. 
 
5.1.2 Rekombinante Synthese einzelner VlsE-Fragmente 
Die Herstellung der Proteine erfolgte dabei rekombinant mittels Expression in der 
Zellkultur. Zwei verschiedene Systeme wurden hierfür angewandt. Das 
Säugetierzellsystem mit HEK 293T Zellen und ein System mit Sf9-Insektenzellen. 
Die HEK 293T Zellen eignen sich durch ihre etablierte Kultivierung und Transfektion, 
mit weitgehend stabiler Expression von eukaryotischer und prokaryotischer DNA zur 
Herstellung der rekombinanten Proteine [124]. Hierzu diente der starke CMV 
Promoter im Expressionsvektor, welcher eine „High Level Expression“ ermöglicht. 
Auch das Baculovirussystem, zur Herstellung von rekombinanter Proteine in 
Insektenzellen, ist eine häufig verwendete und seit 1983 etablierte Methode [125]. Im 
System mit rekombinanten Baculoviren wird die hohe Expression der Proteine durch 
die Kontrolle des Zielgens unter dem „Autographa californica multiple nuclear 
polyhedrosis virus Polyhydrinpromotor“ (p10) bewerkstelligt [115]. Eine Expression in 
der Zellkultur wurde gegenüber einer bakteriellen Expression bevorzugt, da 





auslösen können und somit eine aufwändige Reinigung unabdingbar wäre. In der 
Säugetierzellkultur hingegen erschien zunächst der Versuch möglich, das Protein 
direkt aus dem Expressionsmedium einzusetzen.  
 Das durch die Firma Mikrogen bezogene VlsE Protein besteht aus den Sequenzen 
von B. bavariensis und B. afzelii. Liegt der immunogene Zielbereich der T-Zellen, 
ähnlich wie C6, über verschiedene Spezies hinweg konserviert vor, so sollten sich 
die VlsE Fragmente VlsE1 und VlsE3, sowie die Fragmente VlsE2 und VlsE4 
weitgehend in der Auslösung der T-Zellantwort entsprechen [50]. Im Rahmen dieser 
Arbeit konnten die VlsE-Varianten in beiden Zellkultursystemen produziert werden, 
allerdings in zu geringer Konzentration, als diese anschließend zuverlässig im Elispot 
einsetzen zu können. Die Transfektionseffizienz und Infektionsraten wurden 
mikroskopisch geprüft und lagen im entsprechendem Bereich. So, dass die geringe 
Konzentration auf eine Instabilität des Proteins oder unzureichender Exkretion aus 
der Zelle zurückgeführt werden muss. In einer 2001 publizierten Untersuchung des 
VlsE-Proteins, welches rekombinant mit dem VlsE-Gen des Stammes B. burgdorferi 
B31 hergestellt wurde, konnten verschiedene physikochemische Eigenschaften 
ausgearbeitet werden. Hierbei stellte sich heraus, dass die thermodynamische 
Stabilität für ein Protein dieser Größe eher gering ist [47]. In Kristallstrukturanalysen 
zeigte sich, dass sich vier VlsE Proteine zu einer asymmetrischen Quartärstruktur 
zusammenlegen, wobei die einzelnen Moleküle primär als Monomere in Lösung 
auftreten. Auf der Bakterienoberfläche treten sie aber wahrscheinlich als Dimer auf 
und verdecken durch diese Zusammenlagerung bestimmte invariable Regionen. Die 
Sekundärstruktur eines einzelnen Proteins besteht aus elf α-Helices und vier β-
Faltblattabschnitten, was auf strukturelle Ähnlichkeiten mit dem Oberflächenantigen 
OspC hinweist. Dabei bilden die Helices α1 bis α3 und α11 durch ihre räumliche 
Nähe zusammen den membranproximalen Teil des Proteins, während die Helices α4 
bis α10 den distal der Bakterienmembran liegenden Teil bilden. Auch die kurzen β-
Faltblattabschnitte befinden sich eher distal [46,47].  Der Temperaturmittelwert für die 
Proteinentfaltung liegt bei 55 +/- 1°C, bei einem pH-Wert von 7,0. Ab einem pH-Wert 
von kleiner 3 verliert das Proteine ebenfalls seine native Struktur und die 
thermodynamische Stabilität ist bei einem pH-Wert von größer als 10, im Vergleich 
zu 7, sehr stark reduziert [47]. Allerdings ist zu bedenken, dass es sich bei dem 
Protein um ein bestimmtes VlsE-Protein des B. burgdorferi Stammes B31 handelt. 





somit auch die physikochemischen Eigenschaften nicht komplett entsprechend. Für 
das rekombinante Protein der Firma Mikrogen gibt es bis dato noch keine Analysen 
in Hinblick auf die thermodynamische Stabilität. Auch wenn hierfür Daten vorliegen 
würden, wäre ein Vergleich mit den rekombinant hergestellten VlsE-Fragmenten 
schwierig, da es sich nur um Anteile des Vollproteins handelt. Neue Untersuchungen 
zeigen, dass das VlsE-Protein innerhalb der Zelle durch die hohe Konzentration 
makromolekularer Stoffe destabilisiert wird. Unterschiede zeigen sich auch zwischen 
den einzelnen Zellkompartimenten. Insbesondere im Zytosol scheint die Stabilität im 
Vergleich zu Nukleolus und endoplasmatischen Retikulum vermindert zu sein. Ob 
dies letztlich auch Auswirkungen auf das durch die Zelle nach extrazellulär 
sezerniertes VlsE hat, bleibt dabei jedoch unklar. Die Änderung der Proteinfaltung 
durch den Einfluss makromolekularer Umgebung ist dabei aber eher als reversibel zu 
betrachten. Im wasserhaltigen Puffer erreicht VlsE in diesen Untersuchungen die 
höchste Stabilität. [126–128]. 
Die synthetisierten VlsE-Fragmente zeigen ein zum Teil bis zu 25 Prozent höheres 
Molekulargewicht, als über die Aminosäuresequenz berechnet. Außerdem wurden 
häufig Doppelbanden beobachtet. Möglicherweise liegt dies begründet in der 
posttranslationalen Modifikation der Proteine, welche im Anschluss an die 
Proteinsynthese stattfindet. Es werden hierbei Veränderungen am Protein 
wahrgenommen. Manche Vorgänge finden direkt am Entstehungsort, weitere in 
anderen Zellorganellen oder teilweise auch erst extrazellulär statt. Zu den 
Modifikationen gehören zum Beispiel, die Abspaltungen bestimmter 
Aminosäuresequenzen oder das Anfügen von organischen oder anorganischen 
Gruppen an die Aminosäurereste. Die Doppelbanden könnten sich durch das 
simultane Vorliegen von postranslational modifizierten und nicht modifizierten Protein 
erklären. 
 
5.1.3 Die Elispottechnologie und ihr möglicher Stellenwert in der Borreliosediagnostik 
Die Vorgehensweise des Elispot-Verfahrens beschrieb zuerst Czerkinsky et al. 1983 
in Schweden. Es wurde zum Nachweis von spezifischen Antikörper produzierenden 
Zellen, im Rahmen eines B-Elispots etabliert und basiert auf der schon länger 
bekannten Sandwich-ELISA-Technologie [129]. Dieses Grundprinzip wurde in 





sezernierten Zytokinen und Antikörper sowie im selben Zug auch die Anzahl der 
produzierenden Zellen erfasst werden kann. Das zu detektierende Zytokin wird nach 
Antigenstimmulation der Immunzelle sezerniert und über spezifische Antikörper, 
welche am Reaktionsgefäß absorbiert wurden immobilisiert. Ein zweiter 
Detektionsantikörper, beispielsweise gekoppelt mit einem Enzym, bindet ebenfalls 
am Zytokin. Durch Zugabe von Substrat wird durch eine Farbstoffbildung die 
Anwesenheit des gesuchten Zytokins in Form von Spots sichtbar gemacht, wobei ein 
Spot letztendlich für eine Zytokin bildende Zelle spricht. 
Das T-Zellsystem spielt im Hinblick auf Bekämpfung von Infektionen, Tumorkontrolle, 
Ausbildung allergischer Reaktionen oder Autoimmunkrankheiten eine wesentliche 
Rolle im Immunsystem. Durch den Einsatz einzelner Zelllinien mit 
antigenspezifischen Effektorzellen und Bildung verschiedenster Botenstoffe können 
ganz unterschiedliche Funktionen im Rahmen der Immunantwort ergriffen werden. 
So haben manche Zellen die Möglichkeit, zytolytische Prozesse in Gang zu setzen 
oder klonal zu expandieren, beziehungsweise andere Subtypen dazu zu initiieren. 
Das Ziel der T-Zelldiagnostik ist es darzustellen, welche spezifische Zellantwort mit 
bestimmten klinischen Erscheinungen korreliert [130]. Der Elispot in dieser Arbeit 
dient dem Nachweis von Interferon-γ sezernierenden Zellen. Bei Interferon-γ handelt 
es sich um ein dimeres Glykoprotein, welches zur großen Gruppe der Zytokine 
gehört und der einzige Vertreter der Klasse II Interferone ist. Es ist ein wichtiges 
Molekül des angeborenen sowie erworbenen Immunsystems, zur Abwehr von 
Virusinfektionen, einigen bakteriellen Infektionen und Tumorwachstum. Es gehört zu 
den wichtigsten Aktivatoren für Makrophagen, induziert in allen Zellen eine MHC-I- 
sowie in Antigen präsentierenden Zellen, eine MHC-II-Hochregulation. Auch eine 
direkte antivirale Aktivität konnte nachgewiesen werden. Hauptsächlich wird 
Interferon-γ durch NK-Zellen und NKT-Zellen als Vertreter des angeborenen 
Immunsystems sowie von CD4 positiven TH1-Zellen und CD8 positiven 
zytotoxischen T-Zellen als Bestandteile des erworbenen und spezifischen 
Immunsystems produziert [131,132]. Vereinfacht dargestellt sind die TH1-Zellen für 
intrazelluläre Erreger zuständig, während TH2-Zellen in der Bekämpfung 
extrazellulärer Erreger involviert sind. Im Falle einer Borrelieninfektion wird sowohl 
die zelluläre, als auch die humorale spezifische Immunantwort benötigt, um dieser 
suffizient zu begegnen [133]. Wie bereits Forsberg et al. zeigte, kann die spezifische 





als mögliches Diagnostikum der Lyme-Borreliose genutzt werden [112]. Die 
Elispottechnologie ist die einzige Möglichkeit die sekretorische Aktivität bestimmter 
Zellen zu prüfen. Zur Charakterisierung von Zellen ist es zwar möglich die Flow-
Zytometrie oder die intrazelluläre Zytokinfärbung zu nutzen, diese geben aber keinen 
Aufschluss darüber, ob auch tatsächlich eine Sekretion der Substanzen stattfindet 
[130]. Die Sensitivität des Elispots gegenüber einer Bestimmung der Zytokine mittels 
konventionellen Elisa ist aufgrund der unmittelbaren Immobilisierung des Zytokins 
durch den Antikörper um den Faktor 20 bis 200 größer [134]. Kombiniert man beide 
Techniken, wie Hagen et al. es 2012 publizierte, ist es auch möglich die im Mittel 
sezernierte Menge an Zytokin pro Zelle zu bestimmen [135]. Diese Information 
könnte insofern von Bedeutung sein, um eine länger zurückliegende Immunisierung, 
von einer akuten Infektion herrührenden T-Zell-Aktivität zu unterscheiden. So konnte 
Schlingmann et al. durch eine Untersuchung der Interferon-γ-Bildung in Abhängigkeit 
vom Impfstatus gegen Vacciniavirus zeigen, dass eine kürzliche Immunisierung mit 
einer gesteigerten Interferon-γ-Bildung pro Zelle einhergeht, welche Anhand der 
Spotgröße und Spotdichte quantifiziert wurde [136]. Genau diese Information wäre 
für die Diagnostik in den späten Stadien der Lyme Borreliose von großer Bedeutung. 
 
5.1.4 Ausblick 
Im Elispot, welcher mit den rekombinant hergestellten VlsE-Fragmenten im Vergleich 
zum VlsE-Komplettantigen von Mikrogen durchgeführt wurde, konnte im Rahmen 
dieser Arbeit keine signifikante Antwort auf eines der Fragmente erzeugt werden. Der 
Hauptgrund dafür dürfte die zu geringe Konzentration der Proteine sein. Um eine 
ausreichende Antwort auszulösen, sollte eine Konzentration der Proteinlösung von 
mindestens 80 µg/ml vorliegen, welche aber weder durch das Zellkultursystem mit 
HEK 293T-Zellen noch durch das Baculovirussystem mit Sf9-Insektenzellen erreicht 
werden konnte. Die erreichten Konzentrationen betrugen dabei bestenfalls 75 % der 
Zielkonzentration für das VlsE1-Fragment, lediglich 6 % für VlsE2 und je 25% für 
VlsE3 und VlsE4. Zur Erhöhung der Ausbeute besteht die Möglichkeit in 
weiterführenden Arbeiten andere Expressionssysteme zu verwenden. Hierfür könnte 
man beispielsweise Hefen als weiteres eukaryotisches oder Escherichia coli als 
prokaryotisches Expressionssystem versuchen. Auch auf Seiten der Proteinreinigung 





von +3°C, um insbesondere instabile Proteine schonend zu reinigen und zu 
konzentrieren. Eine weitere Möglichkeit stellen verschiedene Proteaseinhibitoren dar, 
welche kommerziell erhältlich sind und dem synthetisierten Protein so früh wie 
möglich zugegeben werden sollten, um dessen enzymatischen Abbau zu verhindern. 
Auch der Zusatz von proteinstabilisierenden Substanzen wie Trehalose, Saccharose 
oder Polyalkohole wäre denkbar. Insbesondere Trehalose scheint protektiv gegen 
eine Destabilisierung der Proteinstruktur zu wirken. Verschiedene Einzeller 
produzieren Trehalose, wenn sie irgendeiner Form von Stress ausgesetzt sind, um 
ihre zelluläre Integrität zu schützen [137]. Ebenso wäre es möglich, für die weitere 
Untersuchung der T-Zellantwort auf das VlsE-Borrelienantigen im Elispot, 
Bibliotheken überlappender Peptide zur Identifikation des immunogenen Epitopes 
verwendet werden. Da die T-Zellen nur prozessierte Antigene zusammen mit MHC 
erkennen können, ist die Art des eingesetzten Antigens auschlaggebend und die 
Anwesenheit von APC´s im Testansatz erforderlich. Werden lösliche Antigene im 
Test mit PBMC´s eingesetzt, werden sie den CD4-positiven T-Zellen durch die 
APC´s auf MHC-II, bzw. den CD8-positiven Zellen auf MHC-I präsentiert und 
fungieren so als aktivierender Ligand. Als APC´s dienen in den PBMC´s der 
Patientenproben meist ruhende B-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen 
[138]. Sercarz et al. deuten darauf hin, dass bei einer Infektion die Populationen der 
APC´s in den verschiedenen Kompartimenten des Organismus unterschiedlich 
zusammengesetzt sein können [139]. Abhängig von der APC werden nur bestimmte 
Bereiche des Antigens präsentiert. So könnte es dazu führen, dass Peptide die im 
Entzündungsbereich durch eine Population von APC´s präsentiert werden, im 
Testansatz mit Proteinantigen durch die PBMC´s nicht in derselben Weise 
präsentiert werden und dadurch keine Aktivierung der T-Zellen ausgelöst wird. 
Verwendet man stattdessen Peptidantigene in angemessenen Längen, kann der 
Test unabhängig solcher prozessierungsbedingter Unterschiede erfolgen, da die 
Peptide direkt auf MHC II binden können. Benutzt man zudem systematische 
Peptidbibliotheken können den T-Zellen alle potentiellen Epitope des 
Komplettantigens präsentiert werden [138]. Die korrekte Auswahl der Peptidlänge ist 
wichtig, da MHC I Peptide nur bis zu einer maximalen Länge von zehn Aminosäuren 
aufnimmt, während MHC II Peptide von 12 bis 25 Aminosäuren Länge präsentiert. 
Peptide aus acht bis zehn Aminosäuren stimulieren deshalb CD4-Zellen weniger 





Arbeiten für das CD4-Mapping von VlsE, Peptide mit 12 bis 15 Aminosäuren Länge 



































Die Lyme Borreliose ist eine bakterielle Infektionskrankheit, welche durch die 
Spirochäte B. burgdorferi sensu lato verursacht und über den Stich infizierter Zecken 
auf den Menschen übertragen wird. Während die Infektion in frühen Stadien klinisch 
gut diagnostiziert werden kann, zeigt sich die Erkrankung in den späteren Stadien mit 
unterschiedlichen Symptomen, was die klinische Diagnose deutlich erschwert. Die 
bisher am weitesten verbreitete Labordiagnostik, um die klinische Diagnose zu 
sichern, ist der Nachweis spezifischer Antikörper gegen Borrelia. In der Regel wird 
hierzu ein zweistufiges Prinzip angewandt, bei welchem zunächst ein sensitiver 
Suchtest - meist ein ELISA- und zur Bestätigung ein spezifischer Test, häufig in Form 
eines Westernblots eingesetzt wird. Gerade in den späteren Stadien ist ein positiver 
serologischer Testausfall, durch die hohe Durchseuchungsrate in Endemiegebieten, 
oft wenig aussagekräftig. Es ist deshalb wünschenswert, eine weitere diagnostische 
Methode mit präziserer Aussage zur Krankheitsaktivität zu etablieren. Die spezifische 
T-Zell-Immunität gegen B. burgdorferi wurde bisher nur unzureichend untersucht. da 
hoch sensitive und spezifische Tests zur Analyse der T-Zell-Antwort noch fehlen. Ein 
bereits erfolgreich in der Tuberkulosediagnostik angewandtes Verfahren, welches 
den Nachweis von erreger-spezifischen Interferon-γ produzierenden T-Zellen erlaubt, 
stellt der Elispot dar. In meinen Untersuchungen wurde das Oberflächenantigen VlsE 
als mögliches Antigen für den Einsatz im Elispot identifiziert und zum Nachweis 
Borrelien-spezifischer T Zellen von Probanden erfolgreich eingesetzt. Vier 
Fragmente dieses Antigens sollten deshalb im Rahmen dieser Arbeit rekombinant 
hergestellt werden, um es im Anschluss für eine weitere Feinkartierung des Epitopes 
vergleichend im Elispot einzusetzen. Hierzu wurden die rekombinanten Antigene in 
Plasmidvektoren kloniert und mittels Sequenzierung auf dessen Richtigkeit 
erfolgreich überprüft. Nach Synthese der Proteine durch HEK 293T Zellen konnten 
diese mittels Westernblot, Elisa und weiteren Proteinfärbungen analysiert werden. 
Nachdem die hergestellte Proteinmenge für einen Einsatz im Elispot nicht 
ausreichend war, wurde auf Baculoviren als Expressionssystem gewechselt. Es 
gelang die Klonierung und Herstellung rekombinanter Baculoviren, sowie die 
Expression der Proteine und deren Nachweis und Aufreinigung. Versuche im Elispot 
zeigten, dass die weitere Expressionsoptimierung erforderlich ist, um mit 





durchzuführen und für den Einsatz in der Routinediagnostik der Lyme Borreliose zu 
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